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A la memoire de mon grand-pere.
SOMMAIRE
Cette these decrit 1'utilisation, a deux fins differentes, d'un meme type de
peptides synthetiques modifies par des ethers-couronne.
Dans sa premiere partie, nous presentons la conception, la synthese et
1'etude d'activite d'une classe de canaux ioniques artificiels. Le premier
chapitre est consacre a la conception et a Papproche synthetique des composes
cible. Le deuxieme chapitre est reserve aux etudes conformationnelles des
molecules preparees, par deux techniques spectroscopiques. Nous terminons,
dans Ie troisieme chapitre, en etudiant 1'activite de nos polypeptides et en
proposant un modele d'activite, compatible avec Ie mode d'action de certains
canaux ioniques, natiirels ou artificiels, precedemment decrits.
La deuxieme partie rapporte la conception et la preparation de
pseudorotaxanes peptidiques. Ce projet est fonde sur des phenomenes d'auto-
assemblage impliquant des polyammoniums secondaires polybenzyliques et des
ethers-couronne greffes sur des peptides. La synthese et la caracterisation des
hotes et des invites sont decrites dans Ie premier chapitre, tandis que Ie
deuxieme depeint la preparation puis, la caracterisation des complexes par
spectrometrie de masse et resonance magnetique nucleaire. Le troisieme
chapitre est consacre aux etudes conformationnelles des complexes par
spectropolarimetrie de dichroisme circulaire. Enfin, Ie quatrieme et dernier
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FAB fast atom bombardment
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INTRODUCTION GENERALE
An cours de millions d'annees d'evolution, la Nature a fixe son choix sur
un nombre limite de polymeres qui sont a la base meme de la vie et de
1'apparition d'organismes de plus en plus complexes. Si, dans les conditions
prebiotiques. Ie choix des « briques » permettant la constitution de ces
macromolecules etait peut-etre limite. Ie fait que ces dernieres soient
aujourcThui constituees par certains monomeres, et non d'autres, ne peut etre
Ie fait du hasard. Ce phenomene est, au contraire, revelateur des qualites
particulieres dont disposent les monomeres en question.
Les polypeptides sont une des trois grandes categories de polymeres
biologiques et jouent un role, metabolique ou structural, capital pour la cellule
vivante. Les polypeptides et les proteines naturels sont, pour leur immense
majorite, constitues par 20 sous-unites possibles differentes: les acides amines.
Quelles sont done les qualites intrmseques de ces constituants, en nombre
relativement restreint, pour parvenir a ces exemples de perfection chimique
que sont, par exemple, les enzymes ?
Les acides amines sont des composes chiraux polymerisables. Leur
chiralite leur permet de « sous-entendre » une organisation spatiale tres
precise pour Ie polymere resultant de la formation du lien peptidique. De
plus, ce lien, une liaison amide, est fort. Ceci permet de conferer de la
stabilite au polypeptide.
Les acides amines possedent une chaine laterale qui pent leur donner une
fonction chimique (dans Ie site actif d'un enzyme), physique (par apport d'un
caractere hydrophile ou lipophile) ou structurale (par une action mecanique
sur la structure du polypeptide).
La Nature tire profit des qualites intrmseques des acides amines en les
assemblant selon une sequence tres precise, dictee par Ie code genetique, pour
aboutir a ces macromolecules si specifiques que sont les proteines. Mats cette
specificite ne peut etre obtenue que si Ie polypeptide est parfaitement organise.
Et ceci n'est possible que dans Ie cas de proteines de relativement grande
taille, sachant que les petits peptides ont plutot tendance a adopter une
conformation aleatoire, entropiquement favorisee.
Serait-il possible de conserver une partie des fonctions des proteines en
utilisant des molecules de taille plus restreinte ?
D'un autre cote, la recherche chimique est aujourd'hui entree de plein
pied dans Ie domaine du nanometre. La chimie covalente a permis, dans un
passe recent, des realisations extraordinaires dont des exemples sont les
syntheses de la vitamine B 12, de la palytoxine et du taxol. Mats, vue 1'energie
deployee lors de ces realisations, et son cout en potentiel humain, il apparait
que la chimie covalente ne peut guere depasser Ie domaine de 1'angstrom sans
se heurter a des obstacles redhibitoires. La preparation de structures
moleculaires d'echelle nanometrique (les nano structures) semble un role
devolu a la chimie supramoleculaire, dans laquelle la Nature est passee
maitresse mcontestee.
Or, les polypeptides semblent un mode d'approche tout indique pour
entrer dans Ie domaine de la chimie supramoleculaire. Et ce, en raison du role
qu'ils jouent dans Ie monde vivant, et surtout, de la fa9on dont ils Ie jouent. La
maitrise de 1'organisation structurale au niveau moleculaire puis, au niveau
supramoleculaire, par Ie biais de phenomenes d'auto-assemblage tres
specifiques, sont les cles de leur extraordinaire potent! el.
Dans les deux parties de ce travail, nous allons tenter de trouver un point
commun entre la chimie de la Nature et celle des chimistes des nano structures.
Notre approche consistera en la preparation de molecules hybrides en terme
de constituants biologiques et artificiels dans Ie but d'obtenir des composes
possedant certaines proprietes des proteines.
Glucose
Figure 1. Transport passif du glucose dans la membrane des erythrocytes
Les deux proprietes que nous avons choisies comme modele d'etude sont
Ie transport transmembranaire et Fauto-assemblage. Dans la Nature, Pun est
souvent la resultante de 1'autre. C'est par exemple Ie cas du transport passif du
glucose dans les erythrocytes (Figure 1), ou un processus d'auto-assemblage
peptide-sucre permet un phenomene de transport spontane.
PREMIERE PARTIE
SYNTHESE, ETUDES CONFORMATIONNELLES
ET ACTIVITE DE CANAUX IONIQUES ARTIFICIELS
INTRODUCTION
La membrane biologique (Figure 2) constittie une barriere entre la
cellule et Ie monde exterieur. En induisant Ie phenomene de
compartimentation, la premiere permet a la deuxieme de preserver son unite.
Cette barriere ne constitue cependant pas un mur infranchissable, mais est
aussi un lieu d'echanges capital pour la cellule. De par sa nature
essentiellement phospholipidique, la membrane peut etre librement franchie
par des molecules peu polaires, mats elle est absolument impermeable aux
especes tres polaires ou chargees; eec! en raison de la quantite elevee d'energie
necessaire au passage de ces dernieres d'un milieu aqueux a un environnement
lipophile (1). La circulation des molecules polaires, ou des ions, de 1'exterieur
a Finterieur de la cellule, ou 1'inverse, n'est possible que grace a des processus
de transport specifiques et controles.
Le transport transmembranaire est une des taches accomplies par un
autre constituant essentiel de la membrane que sont les proteines
membranaires. Ces macromolecules amphiphiles « flottent » dans la bicouche
lipidique en exposant leurs portions hydrophiles a Penvironnement aqueux, et
leurs parties hydrophobes au coeur lipidique de la membrane. Nous allons
nous interesser aux proteines impliquees dans les phenomenes de transport, et
plus particulierement a celles affectees au transport des ions, ce qui leur vaut
Ie nom generique de canaux ioniques (2).
Le transport des ions est un processus capital pour la cellule. II lui
permet 1) de generer des gradients, via la consommation d'ATP (c'est Ie cas
d^ATPase-sod.um/potassu.m) 2) de transporter d'autres molecules grace a
-grad.nts prealablement crees (c'est Ie cas du sy.port sod.um/gfucose)"
Ces deux types de transport, qu. ,mpl,quent la consommation ou lap^u7uon
energie, sont appeles transport actif(3).
Proteine
mtegrale
Figure 2. La membrane biologique
Une multitude de canaux loniques est impliquee dans des processus
biologiques auss, importants que la propagation de 1'influx nerveuxTla
contraction muscular Ie metabolisme energetique et la regulation hormonale
(4). De ce fait, un dysfonctionnement de certams de ces canaux peut avoir'de
graves consequences, comme FepHepsie (5) ou la mucoviscidose (6). Cet
ensemble de donnees fa,t de l-etude des canaux lomques une pnonte'dangle
monde scientifique. Ainsi, de nombreux biochimistes et biologistes
moleculaires ont concentre leurs efforts a determiner la structure et la













Figure 3. Modele de canal ionique peptidique de DeGrado et al.
II a ete remarque que la plupart des canaux ioniques bien etudies est
constituee par des proteines comportant 4 ou 5 domaines, organises en helice
a, qui traversent la bicouche lipidique de part en part. C'est Ie cas, par
exemple, du recepteur synaptique de 1'acetylcholine (8).
II reste cependant beaucoup a apprendre sur Ie mecanisme d5 action des
canaux ioniques. Et vues les difficultes d'isolement et de manipulation de ces
macromolecules, la necessite d'etudier des modeles simplifies semble
s'imposer. C'est ce role qui est devolu aux chimistes.
Mutter et Montal (9) ont utilise Fassemblage de parties fonctionnelles de
canaux ioniques sur des supports rigides (« Template-Assembled Synthetic
Proteins », TASP) et reussi a obtenir des molecules actives. L/approche de
DeGrado et al. (7,10) consiste en la conception de peptides amphiphiles
organises en helice a, qui s'agregent spontanement en ensemble de 4 a 6 sous-
unites pour former un pore transmembranaire (Figure 3). Leurs modeles sont
actifs et Ie peptide (Leu-Ser-Leu3-Ser-Leu)3 demontre meme une selectivite de
canal a protons.
Figure 4. Deux grands groupes d'ionophores: a) Les transporteurs. b) Les
canaux lomques
Les autres groupes lances dans la conception de canaux ioniques
artificiels ont resolument pris 1'option de molecules moins naturelles.
Neanmoins, tous gardent comme modeles certains composes biologiques
relativement simples qui ont une activite d'ionophore. Ces molecules
transportent les ions sans consommation ou production d'energie, en utilisant
des gradients preexistants. On appelle ce processus un transport passif.
Ces composes sont, pour la plupart, des metabolites secondaires de
micro-organismes et possedent une activite antibiotique. On peut repartir ces
ionophores en trois grands groupes, selon Ie mode de transport des ions qui
leur est propre:
HyC CH3
CH 0 H 0 H 0 H..iC 0
•HN—C—C—0—C—C—N—C—C—O—C—C-
H CH H CH H
/\ /\
H^C CH^ H3C CH3
Figure 5. La valinomycine: composition chimique et structure de son
complexe avec Ie potassium
1) Les transporteurs (Figure 4a): Ces composes form ent un complexe
avec un ion et celui-ci « voyage » au travers de la membrane avant d'etre
libere de Fautre cote. Les transporteurs sont en general tres specifiques a un
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type d'ion et, dans leur cas, la vitesse du transport est influencee par la
temperature. La valinomycine 1 (11) appartient a ce groupe. II s'agit cTun
depsipeptide cyclique, forme d'une alternance d'acides a-amines et d'a-
hydroxyacides. Cette molecule forme des complexes tres stables avec Ie
potassium (Figure 5).
2) Les perturbateurs de membranes. Leur activite cTionophore
n'est pas specifique. Elle est plutot un artefact resultant de leur fonction
reelle. On peut citer 1'exemple de la melittine. Ce peptide de 26 acides amines
est un constituant essentiel du venin d'abeille. II s'organise en helice a et
forme des agregats possedant une certaine activite cTionophore. Mais son role
biologique est de briser les bicouches lipidiques pour provoquer Phemolyse
(12).
3) Les canazix (Figure 4b): Dans ce cas, Pionophore ne complexe
pas 1'ion et il n'est pas mobile. II genere simplement un pore polaire dans la
bicouche, au travers duquel les ions peuvent passer. Ces composes ne peuvent
etre fonctionnels que si la bicouche est d'epaisseur inferieure a leur longueur.
Les canaux conduisent les ions 1000 a 10000 fois plus rapidement que les
transporteurs. On peut les diviser en deux sous-groupes: a) Les canaux qui
sont constitues de plusieurs monomeres qui doivent s'agreger afin de
constituer un pore dans la membrane. C'est Ie cas de Famphotericine 2.
(Figure 6a). Ses sous-unites macrocycliques amphiphiles s'agregent en forme
de tonneau. Ceci permet d'orienter les hydroxyles vers Pinterieur, generant
un pore hydrophile, et les parties olefiniques vers Fenviromiement lipidique.
Ce canal n'est pas tres specifique et meme de petites molecules non ioniques
peuvent Femprunter (13). b) Les canaux qui sont constitues par des pores
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Figure 6. Deux types de canaux ioniques naturels. a) L'amphotericine:
composition chimique et vue en coupe de la forme agregee active, b) La
gramicidine A: composition chimique et forme dimerisee active
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Sa forme active resulte de la dimerisation d'un pentadecapeptide. Celui-ci
est constitue cTune alternance d'acides amines L et D permettant son
organisation en une inhabituelle helice p (14). Elle conduit Ie cesium. Ie
rubidium. Ie potassium et Ie sodium, avec une preference allant decroissant.
Les travaux sur les canaux ioniques synthetiques que nous decrivons ci-
dessous peuvent etre associes aux sous-groupes 3 a et 3b.
Les modeles les mieux caracterises decrits a ce jour ont des modes
d'action comparables a celui de 1'amphotericine (sous-groupe 3 a). Us
presentent Pavantage de necessiter un effort synthetique restreint, mais peut-
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Figure 8. Nanotubes peptidiques de Ghadiri et al.
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Fyles et al. (15) ont decrit une famille de bolaamphiphiles (par exemple
4., 5. et 6.) presentant une remarquable activite de canal ionique. Ces
monomeres, relativement simples et bien caracterises, semblent s'agreger dans
les bicouches lipidiques pour former un pore (Figure 7). Le groupe de Regen
(16) propose quant a lui un modele de Pamphotericine, base sur un derive
polyethere de Pandrostene, qui conduit Ie sodium au travers des bicouches de
petits vesicules.
Ghadiri et al. (17) ont obtenu de remarquables resultats avec
Foctapeptide cyclique Z, constitue d'une altemance d'acides ammes D et L.
Ces composes sont connus pour former des nanotubes, grace a la creation de
nombreux liens hydrogene intermoleculaires; ceci etant permis par leur forme
aplatie (18). Us s'averent conduire Ie sodium et Ie potassium de fa9on tres





Figure 9. Canal a potassium artificiel de Kobuke et al.
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II est a noter que si Famphotericine s'agrege parallelement aux lipides de
la bicouche, ces peptides Ie font eux de fa9on perpendiculaire, en beneficiant
du milieu favorable a la formation de liens hydrogene que constitue un
environnement tres apolaire.
Les autres travaux resumes ci-dessous, bien que tres differents dans leurs
approches, ont tous en commun la conception et la synthese de molecules
ayant pour finalite la formation d'un canal ionique monomoleculaire ou, a
tout Ie moins, preforme (sous-groupe 3b).
CH^ ^
H H H
.6.. . ..,.6.... ..^6.,. ..-'0.... ..^o',., .,-'°^CH2
^L.H"'^*H^_..H''W*H^^.H^~"'H^^.H'""'H^^.H^'"'H^^.H'
fNT -'Y"^"Y"_ "Y" _"Y" ^"Y" r/SN^
acXal^€L®L^
Figure 10. Mode d'activite propose par Gokel et al. pour leurs canaux
ioniques synthetiques
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C'est Ie groupe de Tabushi (19) qui a Ie premier decrit un modele de
canal ionique calque sur Ie mode d'action de la gramicidine A. Un compose
amphiphile, constitue d'une cyclodextrme ramifiee par de longues chaines
aliphatiques, est con9u pour dimeriser a 1'interieur d'une membrane. Les seuls
resultats publics decrivent Ie transport d'ions cobalt. Plus recemment, Kobuke
et at. (20) ont, suivant un modele similaire, propose un canal specifique au
potassium. La tete polaire du compose 8. est constitue par un calixarene et
celui-ci s'avere actif, malgre V absence notable de groupement polaire au
coeur du canal (Figure 9).
Le groupe de Gokel (21) travaille depuis quelques annees sur un
assemblage flexible de trois aza-couronnes reliees par des chames aliphatiques,
derives de 9.. Dans la conformation active, deux de ces couronnes serviraient
de tete d'ancrage pour Ie canal; la troisieme constituant son coeur polaire en
s'orientant parallelement au trajet des ions. Le fait que les ions ne passent pas
dans cette couronne centrale a ete demontre par la non influence de sa taille
sur la selectivite ionique, a la difference de celle des deux autres (Figure 10).
Recemment, Matile et al. (22) out produit une remarquable etude d'un
canal a protons synthetique, base sur un support rigide de polyphenols
etherifies par des groupements glycerol. La specificite de 10 pour les protons,
comparativement aux ions alcalins, s'expliquerait par un phenomene de relai
impliquant les groupements hydroxyles de la molecule. Bien qu'il forme des
agregats dans 1'eau, ce compose serait actif sous forme de monomere dans les
bicouches lipidiques, lorsqu'utilise a faibles concentrations (Figure 11).
Jullien et Lehn (23) ont propose un modele de canal ionique bati sur un
macrocycle central: ether-couronne chiral ou cyclodextrine. A ce macrocycle
sont ancres des bras polyoxyethylene, qui se terminent par des groupements
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carboxylate. Ces molecules « bouquet » 11 permettent de transporter des
ions alcalins contenus dans des vesicules, mats leur mode d'action reste
relativement flou (Figure 12a). S'appuyant sur Ie meme concept de base. Ie
groupe de Fyles (24) a prepare un ensemble de composes permettant la
construction de grosses molecules complexes, telles que 12. assez semblables
aux bouquets. Celles-ci sont schematiquement constituees d'un ether-couronne
chiral (Ie coeur) ramifie par des bolaamphiphiles varies (les murs) et termines
par divers groupements hydrosolubles (les tetes polaires) (Figure 12b). Si ces
composes ont donne des resultats encourageants lors d'etudes par la methode
de « pH-stat » (cf. 3.2), ils n'ontjamais produit de preuve formelle d'activite
de canal ionique. De plus, ils se sont averes non caracterisables, aussi bien par
RMN que par spectrometrie de masse.
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Figure 12. Deux mimiques de canal lonique basees sur des ether-couronnes
chiraux et leur mode d'incorporation hypothetique dans les bicouches
lipidiques. a) Les bouquets de Lehn et at. b) Le modele de Fyles et al.
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Certains polymeres, prepares a partir de sous-unites bien definies, sont a
la base de modeles de canaux ioniques synthetiques. Seebach et al. (25) out
rapporte Pactivite ionophore de certains acides polyhydroxybutanoiques. De
son cote. Ie groupe de Koert (26) a decrit un modele elegant, quoique de
synthese assez ardue, de peptide comportant des poly-THF chiraux. Le poly-
THF 13 adopte une conformation helicoi'dale qui lui permet d'orienter les
atomes d'oxygene des ethers vers 1'axe de Phelice (Figure 13). Les molecules
amphiphiles ainsi preparees n'ont cependant pas encore demontre d'activite
d'ionophore.
13
R-N A'°'H A'°'H A'°'H
Figure 13. Les oligo-THF peptidiques de Koert et al.
Nous pouvons egalement citer les groupes impliques dans I'ingenierie de
canaux ioniques naturels. La gramicidine A se prete bien a ce type de travaux.
Stankovic et Schreiber (27) ont dimerise deux molecules de gramicidine grace
a un groupement azobenzene. Us produisent ainsi un canal dont 1'activite est
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photomodulable (Figure 14). De son cote. Ie groupe de Woolley (28) a insere
les groupements photosensibles a 1'orifice du pore de la gramicidine;
permettant ainsi d'en moduler 1'activite a 1'echelle moleculaire.
Enfin, certains exemples de « protocanaux » ont ete decrits par les
groupes de Fuhrhop (29), Menger (30) et Kobuke (31). II s'agit de composes
amphiphiles ou zwitterioniques qui, inseres dans une bicouche lipidique, la
rendent permeable aux ions. Comme il s'agit plus de savons sophistiques
(quoique respectant 1'integrite de la membrane) que de reels ionophores, nous
ne les avons pas classes parmi les canaux ioniques. Neamnoins, Kobuke et al.





Figure 14. Canal ionique photomodulable propose par Stankovic et
Schreiber
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Eclaires par ces exemples aussi divers qu'elegants, nous nous proposons
de concevoir un modele de canal ionique artificiel possedant tous les
« prerequis » d'activite dans une seule molecule. Nous nous situerons done
dans Ie sous-groupe 3b. Et Ie tres petit nombre d'exemples de ce type qui se




CONCEPTION ET SYNTHESE DU MODELE
1.1 Preambule
Concevoir un compose devant avoir une fonction precise implique non
seulement la synthese d'une molecule, mais aussi de ses proprietes (« property
directed synthesis ») (32). Nous nous devons ici de definir les caracteristiques
generates requises pour esperer obtenir une activite d'ionophore
transmembranaire, de concevoir une molecule qui semble les posseder, d'en
effectuer la synthese et la caracterisation et, enfin, de tester son hypothetique
activite. Le projet serait mene a bien si Pon parvenait alors a interpreter Ie
mode d'action du compose et de comparer cette interpretation aux hypotheses
emises au depart.
1.2 Conception d'un modele de canal ionique artificiel
1.2,1 Prerequis
A la lumiere de Pabondante litterature parue sur Ie sujet (7JOb,19,24b),
nous pouvons enoncer les caracteristiques communes aux composes qui
possedentune activite de canal ionique: 1) La molecule doit avoir une nature
hydrophobe et etre quasiment insoluble dans 1'eau, ceci afin de s integrer
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preferentiellement dans la bicouche lipidique et de fa9on relativement stable.
2) Elle doit etre amphiphile et sa partie polaire do it constituer un « coeur »
au centre des zones hydrophobes. 3) Ce coeur polaire doit posseder un rayon
suffisamment grand pour permettre Ie passage d'ions. 4) Le compose doit etre
d'une longueur suffisante pour traverser completement une bicouche
lipidique; soit au moins 3 nm. 5) Eventuellement, il doit posseder des
composantes tres hydrophiles a ses extremites, lui permettant de s'orienter et
de « s'ancrer » dans la membrane.
L'aspect des proprietes etant considere, nous pouvons envisager une




^ ——— 30-35 A —»- squelette peptidique
Figure 15. Conception d'un modele de canal ionique artificiel de nature
peptidique
Le modele est schematise dans la Figure 15. Nous envisageons de donner
une nature peptidique au squelette du compose. Le choix des peptides nous
24
permet de beneficier de plusieurs avantages. D'une part, leurs constituants, les
acides amines, sont facilement disponibles et constituent des « briques »
predefinies qui rendront la synthese plus aisee. De plus, ils offrent une gamme
de polarite tres variee, suivant la nature de leur chaine laterale. Enfin, la
chiralite des acides amines, et Ie choix judicieux de ceux-ci, pent nous








Figure 16. Representation schematique du modele en conformation d'helice a
Ce troisieme aspect est important pour V organisation du coeur polaire du
compose. II sera constitue par des ethers-couronne. Mats la necessaire
formation d'un « tunnel » polaire impose Falignement des macrocycles. Nous
esperons parvenir a ce but en: 1) les introduisant a des endroits strategiques
dans la sequence primaire du peptide, soit les positions 2, 6, 9, 13, 16 et20; 2)
choisissant les acides amines appropries pour orienter Ie peptide vers une
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structure secondaire d'helice a (Figure 16). Le diametre du pore pourra etre
module par Ie choix de Pether-couronne.
Enfin, nous opterons pour une strategic de synthese nous permettant de
jouer facilement sur la taille du peptide et cTy incorporer aisement diverses
tetes polaires.
1.2.3 Aspect chimique
La molecule-cible sera un peptide de 21 acides amines (Figure 17). Ceci
devrait lui permettre de traverser completement la bicouche lipidique s'il
adopte une conformation d'helice a (7). En effet, une helice a compte 3.6
residus acide amine par tour et son pas mesure environ 5.4 A (3). Ce qui
impose au peptide de posseder au moins 20 residus pour esperer avoir une
longueur de 30 A.






Figure 17. Aspect chimique du modele de canal ionique propose
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Pour rendre la synthese plus facile. Ie compose sera Ie produit de la
trimerisation d'un segment heptapeptide. Ce dernier sera constitue de 5
residus L-leucine et de 2 residus L-phenylalanine modifies chimiquement pour
porter des 21-couronne-7. Le choix de la leucine a ete fait en raison de sa
haute hydrophobie (33) et de sa propension a induire des structures d'helice a
(34). Nous avons choisi Ie 21-couronne-7 pour notre principal modele, car
cette couronne n'est pas reconnue pour complexer fortement les ions sodium
ou potassium. En effet, si un transporteur doit necessairement former un
complexe stable avec 1'ion hote, il en va differemment dans Ie cas d'un canal
ionique. La gramicidine A n'a aucun pouvoir complexant sur les cations
alcalins (35), contrairement a la valinomycine; et malgre cela, la premiere
reste un ionophore beaucoup plus efficace. Dans notre cas, 1'ether-couronne
devra simplement produire un environnement favorable au passage des ions.
Les couronnes seront situees aux positions 2 et 6 dans Pheptapeptide et
done, aux positions 2, 6, 9, 13, 16 et 20 dans Ie peptide final. Ceci devrait
permettre la formation d'un tunnel polaire, si Ie modele adopte la
conformation helicoi'dale desiree (Figure 16).
1.2.4 Strategic generale de synthese
Celle-ci sera divisee en cinq parties distinctes detaillees ci-dessous. La
premiere partie concernera la synthese en solution d'un acide amine artificiel
porteur d'un ether-couronne. Les quatre autres parties seront constituees par
de la synthese peptidique sur support solide. Les nombreux avantages conferes
par cette technique, en termes de rendement, facilite d'isolement des produits,
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facilite de manipulation, etc... sont connus depuis les travaux de Merrifield
(36), qui out ete recompenses par un prix Nobel.
Nous pouvons scinder notre approche de la fa^on suivante:
1) preparation d'un segment heptapeptide sur un support solide
incluant deux acides amines modifies en ether-couronne
2) clivage d'une partie de Pheptapeptide synthetise
3) tiimerisation de cet heptapeptide par condensation du segment
prealablement dive sur Ie peptide conserve fixe sur Ie support
4) clivage final du peptide de 21 acides amines.
Notre strategic comportera ainsi une partie convergente qui rendra la
preparation du peptide beaucoup plus accessible.
1.3 Synthese du modele
Nous avons prepare plusieurs van antes de notre modele initial. Ce sous-
chapitre decrira la synthese de la molecule que nous avons Ie plus etudiee et
nous indiquerons a quels endroits la synthese a diverge pour conduire aux
autres composes.
1.3.1 Synthese de laA^-BOC-3-(3,4-(21-couronne-7)-phenyl)-L-alanme
BOC-ECV-OH 14
Selon un protocole precedemment decrit (37), nous preparons Ie
dibromure 15 par traitement de Phexaethylene glycol a la triphenylphosphine
28





















Figure 18. Schema de synthese de BOC-ECV-OH 14
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D'un autre cote, la L-DOPA 16 commerciale est diprotegee sous forme
d'ester methylique (groupement carbonyle) et de ^-butyloxycarbamate
(fonction amine). Nous poursuivons par une reaction de macrocyclisation
impliquant 15 et 17. dans Ie DMF; et ce, a une temperature strictement
controlee de 50 °C afin de limiter la racemisation. Cette reaction s'effectiie
dans des conditions de haute dilution, afin de favoriser la double substitution
nucleophile intramoleculaire. Le bon rendement obtenu lors de cette reaction
(pouvant allerjusqu'a 60 %) peut s'expliquer par Fassistance de 1'ion cesium,
qui favorise la reaction intramoleculaire. Ce processus est connu sons Ie nom
« d 'effet-template » (38). Apres saponification de Fester 18. nous recueillons
1'acide amine protege desire sous forme solide, par precipitation a partir d'un
melange methanol/ether/hexane. Le rendement global de la synthese de 14 est
de 34 %.
Selon Ie meme protocole, mats en utilisant du tetraethylene glycol en
debut de synthese, nous avons prepare 1'homologue 15-couronne-5 de 14. La
synthese de BOC-ECQ-OH 19 a ete realisee avec un rendement global de 37 %.
•0^\
ck^^^cooH
^ o ^ NH-BOC
-°^
19
1.3.2 Synthese peptidique en phase solide
Tous les peptides decrits dans les deux parties de ce travail ont ete
prepares sur support solide selon Ie protocole decrit ci-dessous.
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1.3,2.1 Preparation de la resine de Kaiser (resine oxime) 20









Figure 19. Schema de preparation de la resine de Kaiser 20 (39)
II s'agit d'un polystyrene, reticule par 1 % de divinylbenzene, sur lequel
out ete greffes, de fa9on statistique, des groupements ^-nitrobenzoyloxime. Le
peptide est accroche sur la resine par Ie biais d'un lien ester d'oxime; forme
entre Ie support solide et Ie carbonyle du premier acide amine. Ce lien est
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suffisamment stable pour permettre Pelongation du polypeptide et assez labile
pour pouvoir etre dive par un nucleophile, dans des conditions relativement
douces. De plus, etant donne la stabilite de ce lien ester en conditions basique
ou acide, il permet de travailler en « strategic BOC », Ie groupement ter-
butyloxycarbonyle devant etre elimine dans un environnement tres acide.
Nous utilisons du polystyrene reticule au divinylbenzene (Figure 19) que
nous traitons par du chlorure de ^-nitrobenzoyle, dans des conditions de
Friedel-Crafts. Suite a 1'acylation de quelques groupements aromatiques du
polystyrene, nous faisons reagir de 1'hydroxylamine sur les cetones
introduites, pour generer les fonctions oxime. Apres de nombreux lavages,
nous obtenons la resine 20. prete a etre utilisee directement en synthese
peptidique. Celle-ci possede entre 0.5 et 0.7 millimole de sites oxime par
gramme de resine seche.
1.3.2.2 Synthese du segment heptapeptide sur support solide
BOC-Leu-ECV-Leu3-ECV-Leu-Resme
Le schema general de la synthese peptidique en phase solide (SPPS) est
represente dans la Figure 20. II sera identique pour tous les peptides.
La resine oxime 20 est incorporee dans une ampoule a synthese
peptidique. Le premier acide amine est fixe sur la resine, apres activation de
sa fonction acide par du diisopropylcarbodiimide (DIG), II s'agit ici de la
BOC-Leu. La reaction de couplage dure environ 24 heures, en raison de la
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faible nucleophilie de la fonction oxime. Apres cette premiere reaction, les
sites oxime non substitues sont bloques par acetylation (anhydride acetique) et,














^H^N-Leu- 0- N== P —^ BOC-AA2-Leu- 0- N=
DffiA, DCM/DMF
1,2,3) n-lfois
BOC-AAn.. AA2-Leu- 0- N:
Figure 20. Schema general de synthese peptidique en phase solide avec la
resine de Kaiser
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Nous determinons alors Ie taux de substitution de la resine par Ie test
quantitatif de Kaiser a la ninhydrine (40). Cette etape sert a ajuster les
quantites de chaque composant utilise pour la suite de la synthese. Neanmoins,
a V experience, ce test s'est avere sous-estimer les taux de substitution. Nous
avons contoume ce probleme en augmentant Ie nombre d'equivalents de
reactifs.
La fonction amine du premier acide amine fixe est deprotegee par
elimination du groupement BOC en milieu acide (acide
trifluoroacetique/DCM 1:1). Nous pouvons alors ajouter Ie deuxieme acide
amine a coupler (BOC-ECV-OH dans ce cas). Celui-ci aura ete prealablement
active au DIC pour etre esterifie par Phydroxybenzotriazole (HOBt). De la
diisopropylethylamine (DIEA), base non nucleophile, est ajoutee pour
neutraliser Ie sel trifluoroacetate d'ammonium produit lors de la reaction
d'elimination du groupement BOC. A la fin de la reaction de couplage
(environ 3 heures), Ie taux de succes de celui-ci est estime par Ie test qualitatif
de Kaiser a la ninhydrine (40).
Le cycle deprotection-activation-couplage est repete jusqu'a 1'obtention
de Pheptapeptide desire.
1.3.2.3 Clivage du segment - preparation de 1'heptapeptide acide
BOC-Leu-ECV-Leii3-ECV-Leu-OH U
De par sa sensibilite aux nucleophiles, la resine oxime permet
d'introduire de tres nombreuses fonctions en C-terminal de Fheptapeptide a
diver. Notre strategic de synthese nous impose de produire Ie segment
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heptapeptidique sous sa forme acide. Or, Feau n'est pas un nucleophile
suffisamment fort pour effectuer 1'operation seule. Nous avons du adapter un
protocole de transesterification decrit par Seebach et al. (41), faisant
intervenir du l,8-diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene (DBU), en presence de
bromure de lithium. Le DBU (Figure 21) joue vraisemblablement Ie role de









Figure 21. Preparation d'un heptapeptide acide par clivage au DBU
Le lithium sert a rendre plus solubles les sels peptidiques produits, mais
peut egalement intervenir comme acide de Lewis en activant Ie groupement
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carbonyle de Fester d'oxime. Nous avons pu generaliser cette reaction a de
nombreux alcools, comme Ie methanol, 1'alcool benzylique ou Ie glycerol;
nous pouvons ainsi produire les esters peptidiques correspondants lors de
Petape de clivage (42).
Nous utilisons les 3/4 de la quantite totale de resine portant notre
heptapeptide. Nous additionnons a celle-ci du DBU et du bromure de lithium,
dans un melange THF/eau 9:1. Nous produisons ainsi 1'heptapeptide acide 2 1
desire. Le restant de resine est conserve afin de servir de support lors de la
trimerisation de notre segment heptapeptidique.
Selon les protocoles decrits en 1.3.2.2 et 1.3.2.3, nous avons egalement
prepare les heptapeptides acides BOC-Leu-ECQ-Leu3-ECQ-Leu-OH 22 et
BOC-Leu-Phe-Leu.-Phe-Leu-OH 13.•3
En utilisant ces memes strategies, mais en substituaat Ie methanol au
melange THF/eau en 1.3.2.3, nous preparons les esters d'heptapeptide BOC-
Leu-ECV-Leii3-ECV-Leu-OMe 14 et BOC-Leu-ECQ-Lei^-ECQ-Leu-OMe
15.
La totalite de ces produits a ete caracterisee par RMN H et par
spectrometrie de masse. De plus, leur purete a ete evaluee par
chromato graphic liquide a haute performance (HPLC).
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1.3.2.4 Condensation des segments heptapeptide sur support solide
BOC-Leu-ECV-Leu3-ECV-Leu-0- N=









Figure 22. Schema general de condensation de segments en phase solide
Cet aspect de la synthese peptidique, consistant en Fassemblage de
plusieurs fragments du peptide cible prealablement synthetises, est connue
sous P appellation de condensation de segments en phase solide (CSPS) (43).
37
Elle a notamment ete utilisee pour la synthese de longs polypeptides (44) dont
la preparation par la voie lineaire classique s'averait tres ardue. Cette methode
presente Favantage de restreindre la synthese a des peptides relativement
courts (10-25 acides amines) et, surtout, de faciliter la purification en fin de
synthese. Elle s'adapte parfaitement a notre projet, dans lequel Ie peptide cible
est Ie trim ere d'un heptapeptide. La purification se resumera done a separer
les heptapeptides et tetradecapeptides contaminants du peptide desire par
HPLC. Ceci, bien-sur, a condition que 1'heptapeptide alt ete synthetise avec un
haut degre de purete (au mains 80%).
La strategic generate (Figure 22) consiste a utiliser comme support solide
Ie dernier 1/4 de resine ou 1'heptapeptide est fixe, et qui n'a pas ete dive ci-
dessus. Pour Ie reste, la synthese est semblable a la SPPS classique. Ie segment
heptapeptide acide etant utilise comme un acide amine. La difference
essentielle reside dans Ie temps de couplage, qui est ici de 24 heures.
L'inconvenient majeur de la CSPS est 1'epimerisation (Figure 23) qui
pent se produire sur Pheptapeptide acide a coupler. Lors de 1'activation par Ie
DIC, Fintermediaire 26 est normalement attaque par HOBt (cas 2) pour
donner Fester active. Neanmoins, 1'encombrement sterique plus important
present dans Ie peptide acide, par rapport a un acide amine, fait que 1'attaque
par HOBt est moins favorisee. Ceci laisse Ie temps necessaire pour que se
produise une reaction intramoleculaire d'arrachement de proton sur Ie
carbone-a, celui-ci etant devenu assez acide dans Ie cas de 26 (cas 1).























Figure 23. Mecanisme cTepimensation possible lors de Factivation au DIG
C'est par exemple Ie cas de HATU H et du reactif de Castro (BOP) 18.
Ces composes permettent de fomier directement 1'ester active, via une attaque
nucleophile, de type 8^2', du carboxylate du peptide sur Ie diazo de 1'agent
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d'activation. Neanmoins, dans ces cas egalement, nous avons note qu'il se








Nous trimerisons (ou dimerisons suivant les cas) nos peptides suivant la
methode d'activation au DIC/HOBt, precedemment decrite.
1.3.2.5 Clivage final du peptide
BOC-(Leu-ECV-Leu3-ECV-Leu)3-OMe 21
La methode utilisee pour Ie clivage final du peptide est similaire a celle
decrite en 1.3.2.3. Neanmoins, dans Ie cas de 29. nous desirions obtenir un
ester methylique; Ie methanol a done ete utilise en remplacement du melange
THF/eau, en presence de DBU et de bromure de lithium. La Figure 24
schematise ce clivage. « R-OH » indique que divers alcools peuvent etre
employes pour conduire a 1'ester correspondant (42).
Nous obtenons selon cette methode Ie compose BOC-(Leu-ECV-Leu3-
ECV-Leu)3-OMe 29. Mais aussi, ses homologues BOC-(Leu-ECQ-Leu3-ECQ-
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Leu)3-OMe i0, BOC-(Leu-Phe-Leii3-Phe-Leu)3-OMe U et BOC-(Leu-ECV-
Lei^-ECV-Leu^-OMe 32. Dans ce dernier cas. Ie clivage a ete effectue apres





Figure 24. Clivage final des peptides fixes sur la resine de Kaiser
1.3.2.6 Autres composes prepares
Nous avons cherche a preparer des homologues de 29 possedant diverses
« tetes » polaires. Pour ce faire, nous avons utilise les peptides fixes sur
resine obtenus en 1.3.2.4.
1) ALterminal: un groupement polaire est introduit soit par simple
elimination du groupement BOC, qui permet 1'obtention du sel d'ammonium;
soit en faisant suivre cette elimination d'une condensation sur 1'anhydride
pyromellitique, qui conduit au triacide correspondant (Pyr).
2) C-terminal: il suffit ici de diver Ie peptide en employant un
nucleophile polaire. Nous avons utilise 1'eau, pour produire 1'acide; Ie
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glycerol, pour produire Ie diol (Gly); et Fethylene diamine, pour produire
1'ammonium (EDA).
L'ensemble des composes obtenus en SPPS est consigne dans Ie Tableau
1. Ces produits ont tous ete purifies par HPLC, puis caracterises par RMN H
et par spectrometrie de masse « electrospray » (ES) ou « fast atom
bombardment » (FAB). Nous ne rapportons que les masses correspondant a
Pion moleculaire, quand celui-ci a pu etre observe que ce soit par ES ou FAB.













































































Nous avons prepare et caracterise plusieurs variantes de notre modele
initial. Nous allons maintenant decrire les etudes conformationnelles et
d'activite effectuees sur ces composes. Nous esperons pouvoir analyser
F influence de la taille des couronnes et de la nature des tetes polaires sur
Factivite du modele. Certaines molecules, comme 24. 25 et 3J2, qui ne
possedent pas une longueur suffisante pour traverser une bicouche lipidique,
ou comme3J., depourvu de couronne, ser^iront de composes de reference.
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CHAPITRE 2
ETUDES CONFORMATIONNELLES SUR LES MODELES
2.1 Preambule
Les peptides cibles etant synthetises, 11 nous faut maintenant verifier que
ces molecules adoptent bien une conformation preferentielle d'helice a, qui est
necessaire a 1'alignement des couronnes dans 1'espace.
Pour effectuer ces etudes nous avons eu rec ours a deux techniques
spectroscopiques: la spectropolarimetrie de dichroi'sme circulaire (DC) et la
spectroscopie infra-rouge (FT-IR).
r
2.2 Eludes conformationnelles par spectropolarimetrie de
dichroi'sme circulaire
2.2.1 La spectropolarimetrie de dichroi'sme circulaire
La spectropolarimetrie de dichroisme circulaire est une technique
spectroscopique qui s'applique aux molecules chirales en solution. Nous allons
tirer profit de la purete enantiomerique de nos peptides pour recueillir des
informations quant a leur conformation dans differents media.
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Le DC consiste en Papplication d'une lumiere polarisee circulairement
(une lumiere « chirale ») sur un echantillon du compose etudie en solution
(46). Dans notre cas, nous aliens travailler dans les longueurs d'onde de la
lumiere ultraviolette et les spectres DC vont mettre en evidence les transitions
TT-TT* et n-7i* des carbonyles des liens peptidiques. Etant donne
Penvironnement chiral dans lequel ceux-ci sont situes, leur comportement vis-
a-vis de la lumiere chirale sera different en fonction de leur orientation
spatiale. Ceci permettra de produire des spectres qui seront autant
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Figure 25. Courbes de DC associees aux principales structures secondaires
de peptides: a) conformation aleatoire (1), feuillet P (2) et helice a (3); b)
trois types de toumants R (46-50)
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Le dichroisme circulaire est generalement exprime en ellipticite molaire
©, en degre.centimetre-carre par decimole.
Le DC est d'une tres grande utilite lors des etudes confonnationnelles de
peptides (46-50), etant donne que les structures secondaires de ces composes
produisent des courbes tres caracteristiques (Figure 25). Dans la courbe 3,
correspondant a une stmcture d'helice a, Ie minimum a 222 nm correspond a
un transfer! electronique n-7i*, tandis que Ie mimmum a 208 nm et Ie
maximum a 191 nm correspondent tous deux a des transitions TT-TT*.
Dans Ie cas d'une proteine, qui contient plusieurs types de structures
secondaires, la courbe DC represente une moyenne de ces conformations et
des programmes permettent de calculer les differents pourcentages de chaque
structure presentes dans la molecule. Mats dans Ie cas de courts peptides, on
est en droit d'esperer que ceux-ci ne possederont qu'un seul type de structure
secondaire, et done la courbe DC pourrait donner directement la
conformation spatiale du peptide. Cependant, les petits peptides ont souvent
1'inconvenient de presenter un equilibre conformationnel entre plusieurs types
d'organisation. Done, dans ce cas, les conclusions tirees du DC devront rester
precautionneuses.
Le DC n'en reste pas moins un outil de choix pour esperer repondre a
nos questions quant a la structure secondaire de nos composes.
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2.2,2 Etudes de spectropolarimetrie de dichroisme circulaire dans divers
solvants
Les resultats presentes id correspondent aux etudes des peptides
diproteges contenant les 21-couronne-7. Les autres experiences seront
rapidement analysees et les spectres presentes dans les Annexes.
Les peptides BOC-Leu-ECV-Leu3-ECV-Leu-OMe 14, BOC-(Leu-ECV-
Leii3-ECV-Leu)2-OMe 31 et BOC-(Leu-ECV-Leu3-ECV-Leu)3-OMe 19 sont
solubles dans tous les solvants d'interet en DC. Nous avons choisi d'utiliser:
- Ie trifluoroethanol (TFE), qui est un solvant tres polaire
pouvant former des liens hydrogene
- Ie methanol, qui est un solvant de polarite intermediaire pouvant
egalement former des liens hydrogene
- Ie 1,2-dichloroethane, qui est tres apolaire et incapable de
former des liens hydrogene, pourra nous donner des informations sur les
conformations des peptides dans les milieux tres hydrophobes, comme Ie sont
les membranes.
Les resultats sont representes dans la Figure 26. Nous pouvons noter que
quel que soit Ie solvant, 29 adopte une conformation prefer end elle d'helice a.
II est interessant de relever que c'est dans Ie TFE (Figure 26a), solvant
reconnu comme etant fort donneur de liens hydrogene, que Ie minimum a 221
nm est Ie mains intense. Ceci serait revelateur d'une teneur moins elevee en
structure helicoidale (47). Par contre, dans deux solvants aussi differents que
Ie methanol (polaire et protique) et Ie DCE (apolaire et aprotique), 19 adopte
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Figure 26. Etudes conformationnelles des modeles en solution par DC
Par comparaison, ses homologues de taille plus reduite (Figure 26b)
presentent un caractere d'helice ex moins prononce (tetradecamere 32) ou
adoptent une conformation desorganisee (heptamere 24) dans Ie TFE. Dans ce
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Figure 27. Etudes de DC sur 29 a concentration variable dans Ie TFE
Nous avons egalement etudie 29 par DC a concentration variable (Figure
27), Meme en diluant d'un facteur 100 la solution initiale (c'est la limite pour
obtenir un signal observable), nous obtenons des courbes superposables. La
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non-alter ati on des courbes, apres dilution, donne une bonne indication que ce
peptide ne forme pas d'agregat dans les solvants organiques.
En conclusion, nous dirons que 29 adopte tres preferentiellement une
conformation d'helice a dans les solvants organiques. De plus, ce peptide ne
presente pas de signe d'agregation en solution. Neanmoins, sa structure
secondaire semble subir de legeres alterations dans les solvants tres donneurs
de liens hydrogene, comme Ie TFE. Enfin, un nombre d'acides amines
superieur a 7 est necessaire pour observer un debut d'organisation helicoidale.
Ces observations ont ete faites avec tous les autres peptides de 21 acides
amines que nous avons produits (cf. annexe 3). Ceci met en evidence Ie peu
d'influence de la taille de la couronne ou de la natire des tetes polaires, quant
a P organisation structurale du squelette peptidique.
2.2.3 Etudes de spectropolarimetrie de dichroisme circulaire dans des
bicouches lipidiques
Pour obtenir des informations structurales sur 29 dans un milieu plus
representatif de la nature d'une membrane lipidique que ne Ie sont les solvants
organiques, nous avons mene des etudes de DC dans des bicouches lipidiques.
Nous avons prepare des petits vesicules unilamellaires a partir de
lecithines dejaune d'oeuf, par sonication d'une suspension aqueuse des lipides
(lOa). Le peptide 29. dans un ratio molaire lipide/peptide de 80:1, ne pent
etre incorpore dans ces vesicules que s'il est melange aux lipides avant la
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Figure 28. Etudes de DC sur 29 dans des vesicules
Nous pouvons immediatement noter un important changement de la
courbe DC de 29 par rapport a celles obtenues dans des solvants organiques.
En fait, ces courbes presentent une grande analogie avec celles obtenues lors
d'une etude sur la conformation de 1'alamethicine (Figure 29), menee par
Cascio et Wallace (51). Ce peptide, qui possede une activite de canal ionique,
adopte en solution dans un melange acetonitrile/methanol, une structure
helicoi'dale semblable a celle de 29 dans Ie TFE. Les auteurs estiment que dans
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ce solvant, 45 % du peptide est en conformation cThelice a. Mais aussitot
introduit dans des vesicules, sa conformation change et ici encore, est
similaire a ce qui est observe dans Ie cas de 29, Sa teneur en helice a n'est
alors plus que de 35 %, avec une apparition de peptides organises en feuillet











Figure 29. Etude de DC sur Falamethicine realisee par Cascio et Wallace (51)
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Done, les indications d'alteration confonnationnelles produites sur 29
par les solvants tres polaires semblent se confirm er. L'eau provoquerait une
agregation de ce peptide tres hydrophobe, qui se materialiserait par
P observation d'un signal associe a des structures de feuillet P mais qui serait
plutot revelateur d'une desorganisation de la conformation helicoidale.
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2.3 Eludes conformationnelles par spectroscopie infrarouge
Dans Ie but de confirmer les premieres informations donnees par Ie DC,
nous avons utilise une autre technique spectroscopique qui permet de donner
des renseignements quant a la structure secondaire des peptides: Ie FT-IR.
C'est 1'absorbance des carbonyles du peptide, dans la bande 1600-1700
cm (bande amide I), qui nous fournit cette information. Celle-ci correspond
a 1'etirement du lien C=0 (52).
Nous avons prepare des bicouches lipidiques avec de la
dipalmitoylglycerol phosphocholine (DPPC) en suspension dans de 1'eau
deuteriee (D^O). Le peptide 29 a ete prealablement mixe aux lipides comme
dans Ie cas des etudes de DC, de fa9on a avoir un ratio lipide/peptide de 10:1.
Le melange a ete chauffe plusieurs fois au dessus de la temperature de
transition du lipide, puts refroidi, afin d'assurer une bonne incorporation du
peptide dans la bicouche. Les mesures ont ete effectuees sur pastille de
fluorure de calcium. Les resultats obtenus sont indiques dans la Figure 30.
Nous notons la presence de deuxbandes amide I. Une importante a 1673 cm
est indicative d'une structure desorganisee. Celle a 1656 cm est quant a elle
caracteristique d'une organisation en helice a (53). La bande a 1739 cm est
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Figure 30. Etude en FT-IR de 29 dans des bicouches lipidiques
Encore une fois, nous obtenons une indication de la tendance qu'a 29 a
s'agreger en presence d'eau. Nous ne notons cependaat pas de bande a 1610-
1628 cm qui caracteriserait une organisation en feuillet P (54). La perte de
caractere helicoidal, observee lors des eUides DC dans des vesicules, semble
effectivement due a une orientation vers des structures aleatoires, sous 1'effet
d'un phenomene d'agregation du peptide.
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2.4 Conclusion
Les etudes conformationnelles ont demontre que les peptides a 21 acides
amines adoptent preferentiellement une structure d'helice a dans plusieurs
media de polarite differente. Ceci etait un prerequis impose pour que la
molecule se comporte conform ement a notre plan. Neanmoins, mis en
presence de solvants tres polaires, Ie peptide 29 perd une partie de son
caractere helicoidal, comme dans Ie TFE, et a meme tendance a s'agreger dans
une conform ation aleatoire, en presence d'eau. Ceci ne lui permet plus
d'aligner ses couronnes dans 1'espace, pour former Ie tunnel polaire desire.
Cependaat, une certaine proportion du peptide restant en conformation
d'helice a, nous pouvons esperer 1'observation d'une activite d'ionophore. Get
espoir etant corrobore par la structure tres helicoidale adoptee par 29 dans un





MECANISME D'ACTION DES MODELES
3.1 Preambule
Apres avoir caracterise la conformation adoptee par les peptides suivant
leur environnement, il nous reste a tester leur activite potentielle, ainsi qu'a
interpreter un mode d'action compatible avec les donnees observees.
Nous avons eu recours a trois techniques differentes frequemment
utilisees lors de la caracterisation de canaux ioniques, ainsi qu'a une serie de
tests biologiques.
3.2 Mesure du transport de cations par la methode de « pH-stat»
Cette etude a ete effectuee par Voyer et Robitaille (55) prealablement a
ce travail, et publiee.
La technique de pH-stat a ete mise au point par Lehn et al. (56) et reprise
par Ie groupe de Fyles (57). Elle consiste a preparer de petits vesicules
unilamellaires (tels que decrits en 2.2.3) dans un tampon a pH = 6.6. Ces
vesicules sont ensuite transvases dans une solution a pH =7.6 d'un sel du metal
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alcalin etudie. On cree par la meme un gradient de pH de I'interieur vers





Figure 31. Representation schematique de Pantiport proton/cation metallique
observe dans des conditions de « pH-stat»
On additionne par la suite un transporteur de protons qui s'incorpore
dans les membranes. Ie cyanure de carbonyl 4-(trifluoromethoxy)-
phenylhydrazone (FCCP). Malgre cela, les protons ne peuvent pas sortir des
vesicules en raison de la necessite de preservation de la neutralite electrique.
C'est alors que 1'on ajoute Pionophore teste. S'il est efficace, il permet aux
ions metalliques d'entrer et ceci a pour consequence un efflux de protons des
vesicules, par mecanisme d'antiport, qui fait chuter Ie pH de la solution. On
additionne une solution basique de fa9on a maintenir Ie pH a sa valeur initiale;
d'ou Ie nom de « pH-stat ». Par simple mesure du volume de base ajoute, on
determine Ie potentiel ionophore du compose teste. A la fin de 1'experience,
on ajoute un detergent (ici, Ie Triton X100). Ceci doit se traduire par un
efflux de protons supplementaire, produit par la destruction des vesicules, et
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Figure 32. Etude du pouvoir ionophore de 29 par la methode de « pH-
stat ». (A) 18; (•) Peptide 14; (•) Peptide 19; (0) Gramicidme A
Les resultats obtenus avec les peptides 21-mere 29 et heptamere 24. ainsi
qu'avec Ie monomere BOC-ECV-OMe 18. dans une experience de transport
du cesium sont representes dans la Figure 32. Nos composes sont compares a
la gramicidine A. Us permettent de mettre en evidence que Ie modele 29 a un
comportement d5 ion oph ore similaire a celui du canal ionique naturel.
L'addition du peptide 29 s'accompagne d'un rapide relargage de protons des
vesicules. Au contraire, les deux molecules servant de controle, dont
Fhomologue heptapeptide 2jl, s'averent inefficaces. II est a noter que Pordre
d'addition des composes n'a pas d'influence sur les resultats obtenus. Le
plateau observe, qui correspond a la liberation d'environ 80 % des protons
enfemies dans les vesicules, s'explique par la possibilite de trouver des
vesicules multilamellaires dans la solution. Lors de 1'addition du Triton, on
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note que la destmction des vesicules se materialise par une liberation de
protons supplementaire. Ceci permet de verifier que 19 n'a pas detruit les
vesicules.
Cette experience met en evidence Ie pouvoir ionophore de 29. mats ne
permet pas de demontrer son activite de canal ionique. Un transporteur,
comme la valinomycine, voire un destructeur de bicouches, comme la
melittine, peuvent egalement conduire a de tels resultats.
II reste a determiner par quel mecanisme Ie peptide conduit les ions. Ceci
est possible par la mesure de conductivite monomoleculaire.
3.3 Mesures de conductivite monomoleculaire
3.3.1 La methode de ((patch clamp »
II existe une technique permettant de determiner si un ionophore possede
une activite de canal ionique: c'est la mesure de conductivite monomoleculaire
(1,58). Cette technique, mieux connue sous 1'appellation de ((patch clamp »,
a ete decrite par Ie groupe de Mental (59). Elle consiste en la formation cTune
bicouche lipidique sur 1'embout d'une pipette isolante (Figure 33). La pipette
est plongee dans une cuve en Teflon, remplie d'une solution a concentration
precise d'un sel du cation etudie, dans laquelle est plongee une electrode a
Ag/AgCl. La pipette elle-meme est remplie de la meme solution, dans laquelle
trempe egalement une electrode. Le systeme est connecte a un appareillage a
patch clamp (amplificateur, filtre et ordinateur) servant a traiter les donnees.
Si P on applique une difference de potentiel entre les deux electrodes, une
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infime quantite de courant sera detectee, vu Ie caractere non-conducteur de la








Figure 33. Representation schematique du montage utilise lors des mesures
de conductivite monomoleculaire par la methode de « patch clamp »
Mais si 1'on ajoute dans la cuve un aliquot d'une solution de 1'ionophore
etudie, celui-ci peut s'incorporer dans la membrane et permettre Ie passage
des ions. Ceci s'accompagne de la detection d'une quantite discrete de courant.
La conductivite d'une seule molecule peut ainsi etre mesuree, Toute
incorporation d'une molecule active supplementaire, dans une conformation
« ouverte », se traduira par une augmentation discrete, de meme intensite, du
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courant detecte. Ce phenomene monomoleculaire se traduit sur Ie graphique
par 1'apparition de paliers caracteristiques (en « marche d'escalier »), qui
correspondent a la conductivite du canal ionique dans sa forme « ouverte ».
Chaque « fermeture » d'un canal se traduisant, au niveau graphique, par un
abaissement d'une marche.
Pour un cation donne, present a une concentration donnee, et dans un
meme type de bicouche lipidique, un canal ionique possede une conductivite
moleculaire fixe. II s'agit en fait d'une « empreinte digitale » du compose.
3.3,2 Etudes de conductivite monomoleculaire sur les modeles
Nous avons soumis nos peptides a des etudes de conductivite par la
methode de « patch clamp ». Le cation etudie a ete Ie potassium. Nous avons
opere selon deux approches differentes; 1) Ie peptide en solution dans Ie
methanol a ete introduit dans la cuve, la bicouche lipidique ayant ete
prealablement fonnee sur 1'embout de pipette 2) Ie peptide a ete melange aux
lipides et la bicouche preparee a 1'aide de ce melange. Nous avons utilise deux
types de lipides. A savoir, la diphytanoylglycerol phosphocholine (DiPhy) qui
est un lipide zwitterionique et Ie monooleate de glycerol (GMO) qui est un
lipide non charge.
Les resultats obtenus n'ont pas ete tres satisfaisants. II s'est avere tres
difficile d'obtenir des signaux caracteristiques de canaux ioniques sur une
longue periode et de fa9on suffisament frequente, conditions qui s'averaient
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Figure 34. Conductivite des bicouches lipidiques mesuree en presence de 29
par la methode de « patch clamp » a) signal associable a la presence d'un
canal ionique dans la DiPhy b) meme cas, dans Ie GMO c) conductivite
aleatoire dans la DiPhy
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Lorsqu'additionnes directement dans la cuve, les peptides formaient
immediatement un precipite blanc revelateur de leur forte tendance a
s'agreger en presence d'eau. Neanmoins, Ie peptide 29 nous a permis
d'obtenir les resultats presentes dans la Figure 34. Les deux enregistrements
out ete obtenus lorsque la bicouche etait formee avec Ie melange lipide-
peptide, avec une difference de potentiel de +100 mV. Dans Ie DiPhy, Ie
courant detecte possede une intensite de 3.5 pA, alors qu'elle est de 1.0 pA
dans Ie GMO. Cependant, la presence du peptide gene enormement la
preparation d'une bicouche stable, ce qui est un prerequis pour obtenir une
ligne de base et pouvoir produire des resultats significatifs. II s'est done avere
impossible de faire des etudes de variation de voltage pour pouvoir
determiner la conductivite propre.
La plupart du temps, si les peptides etaient directement ajoutes dans la
cuve, nous ne notions aucune alteration de la ligne de base. Ceci revele qu'ils
ne s'adsorbaient meme pas sur les lipides. Et dans Ie cas des bicouches
preparees avec Ie melange lipide-peptide, nous notions des variations de
conductivite tres aleatoires (Figure 34c) et possedant parfois de tres grandes
amplitudes (des intensites proches de 50 pA furent enregistrees, toujours a
+100 mV). Dans ce dernier cas, il s'est parfois avere ardu de distinguer les
signaux de conductivite de ceux relevant d'une simple alteration mecanique de
la stabilite des membranes.
Les conclusions tirees de ces etudes sont que seul Ie peptide 29 a donne
des signes encourageants d'activite de canal ionique monomoleculaire. Ceci
s'est traduit par 1'observation de courants en «marche d'escalier », tres
caracteristiques. Neanmoins, Ie peu de reproductibilite obtenue au niveau de
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Fintensite de ces courants pourrait confirmer la tendance qu'a Ie peptide a
produire divers types d'agregats en presence d'eau; chacun de ces derniers
possedant une conductivite propre. Dans ces demiers cas, nous serions plus
proches d'une action de pore, de type melittine, que de canal ionique.
Notons enfin, que Ie peptide 29. qui s'avere Ie plus actif, ne possede pas
de tete polaire. Or, Factivite de canal ionique implique une orientation precise
dans la bicouche lipidique. Cette orientation est normal ement due a la
presence de groupements polaires aux extremites du compose. Le peptide 29.
depourvu de ces groupements, peut-il s'ori enter convenablement dans la
membrane ? No.us allons tenter de repondre a cette interrogation par une
technique de FT-IR: la reflexion totale attenuee.
3.4 Etudes cTorientation du modele dans les bicouches lipidiques
par reflexion totale attenuee
3.4.1 La methode de reflexion totale attenuee
La spectroscopie infrarouge peut etre utilisee dans Ie but de mesurer
1'orientation moleculaire en phase gel ou cristal liquide. La theorie physique
sur laquelle est basee cette technique repose sur la determination d'un
parametre d'ordre, note <P^> (60).
La Figure 35 represente une chaine moleculaire c, inclmee d'un angle 6
selon une reference z. M correspond au moment de transition du compose et P
a 1'angle d'inclmaison de M par rapport a la chame.
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Figure 35. Representation theorique de la mesure de 1'orientation
moleculaire par spectroscopie infrarouge
Le principe consiste a mesurer Ie rapport dichroi'que R obtenu lors de
mesures infrarouge en lumiere polarisee perpendiculairement (E±) puis
parallelement (E||). La valeur de R est Ie rapport des valeurs d'absorbance
donne par 1'equation (1) et 1'on peut mesurer 1'orientation grace a 1'equation
(2)
R = AH/A.L (1)
R-2




La reflexion totale attenuee (ATR) consiste a effectuer les mesures FT-IR
apres avoir depose Fechantillon sur un monocristal de germanium.
L'utilisation de ce metal, qui possede un indice de refraction tres eleve,
permet de maximiser Ie signal mesure. Cette technique est souvent utilisee
pour mesurer 1' orientation de macromolecules transmembranaires dans des
bicouches lipidiques (61).
Dans Ie cas de Petude d'une proteine, il est necessaire de connaitre sa
structure secondaire de fa9on a pouvoir approximer la valeur de 1'angle p. Le
chromophore etudie est ici la bande amide I et, dans Ie cas d'une helice a, la
valeur de reference pour p est 27°. Si 1'on mesure 1'orientation de la proteme
dans une bicouche lipidique, on aura egalement la possibilite de determiner
P orientation des lipides et les orientations relatives des composes. Le
chromophore utile dans Ie cas des lipides est 1'elongation symetrique des liens
C-R, a 2850 cm-1.
3.4.2 Etudes sur Ie peptide 29
Notre peptide 29 a ete melange avec de la DPPC ou de la
dimyristoylglycerol phosphocholine (DMPC) dans un ratio molaire
lipide:peptide de 30:1. Nous avons mis Ie melange en suspension dans de 1'eau
deuteriee de maniere a preparer les bicouches lipidiques. La suspension a ete
etendue sur Ie cristal de germanium a ATR et les mesures effectuees. Nous
avons considere que notre peptide adoptait une conformation d'helice a et
done la valeur de I5 angle P a ete fixee a 27°. Les resultats sont rapportes dans
Ie Tableau 2.
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Les resultats observes peuvent permettre d'expliquer une partie de nos
difficultes a obtenir des signaux de conductivite monomoleculaire. Le peptide
2J) a Ie comportement d'un compose isotrope, indicatif d'une absence totale
d'orientation dans les bicouches lipidiques.
Cette observation etait tout de meme previsible, vu que 1'absence de tete
polaire ne predispose pas 29 a une orientation parallele aux lipides au sein
d'une bicouche, au contraire de la gramicidine A, par exemple. Neanmoins,
s'agissant d'une molecule amphiphile, nous etions en droit d'attendre une
quelconque orientation dans un milieu amphipathique. Eventuellement, nous
pouvions meme redouter une incorporation du peptide perpendiculairement
aux lipides, de par d'eventuelles interactions entre les ethers-couronne et les
groupements charges des lipides. Mais ceci aurait eu pour consequence la
mesure d'un angle d'orientation proche de 90°.
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3.5 Eludes cTevaluation de Pactivite biologique
3,5,1 Activite bacteriostatique
Les modeles de canaux ioniques naturels simples decrits dans ce travail
ayant une activite antibiotique, nous avons decide d'etudier la toxicite de nos
modeles sur diverses souches bacteriennes. Les organismes choisis sont
sensibles a la gramicidine ou non, et ce compose a servi de reference.
Le principe de 1'experimentation consiste a inoculer des solutions, a
diverses concentrations, des composes testes a des cultures bacteriennes. Apres
24 heures cTincubation, on determine la plus petite concentration de compose
qui inhibe la croissance bacterienne.
Malheureusement, aucun de nos peptides ne s'est avere efficace sur les
onze souches sur lesquelles ils out ete testes. En effet, la croissance des
souches sensibles a la gramicidine, comme Staphylococczis anrezis ou
Streptococcus pnezimomae, est inhibee a des concentrations d'antibiotique de
1'ordre de 1 jng/mL. Les concentrations efficaces de nos peptides sont de
Pordre de 200 jLig/mL, ce qui est interprete comme une resistance de la
bacterie au compose.
Cependant, une remarque doit etre faite au sujet de la solubilite des
produits. II s'est avere tres difficile de mettre en solution les peptides testes.
L'adjonction de 2 % de DMSO ou de 4 % de methanol if a pas empeche ceux-
ci de former un precipite lorsqu'introduits dans Ie milieu de culture, de sorte
que les concentrations efficaces sont vraisemblablement tres exagerees.
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3.5.2 Cytotoxicite envers les cellules eucaryotes
Nos resultats les plus prometteurs ont ete obtenus avec les cellules
eucaryotes. Nous avons teste 1'activite cytotoxique de nos pepddes sur deux
lignees de cellules cancereuses: une Ugnee de cellules de cancer du sein
(MDA) et une lignee de cellules de leucemie de souris (P388).
Le principe repose sur la preparation d'une culture des cellules etudiees
puis, a la dilution de ces cultures de maniere a obtenir un nombre connu de
cellules par unite de volume. Des solutions, a diverses concentrations, des
composes testes sont preparees et mises au contact des cellules. Apres 3 jours
(Tincubation, on precede au comptage des cellules survivantes apres coloration
chimique. Chaque essai (lignee/compose/concentration donnes) est effectue six
fois et F experience au complet a ete reprise une fois. Ceci permet la
determination de la dose letale moyenne (DL5o) pour chaque compose.
Les Figures 36 et 37 montrent les resultats obtenus avec les peptides
diproteges 24. 29 et 30. ainsi qu'avec les peptides deproteges 34et 36. Une
experience de controle (non representee sur les figures) a egalement ete
menee avec Ie monomere BOC-ECV-OH 14. Pour pouvoir proceder a des
comparaisons, les concentrations effectives de 24 et 14 sont en fait 2 fois et 6
fois plus elevees, respectivement. Ceci assure que Ie meme nombre de
couronnes soit mis en oeuvre lors de chaque essai. La gramicidine a servi id
encore de reference.
Deux peptides demontrent une activite tres interessante et ce, envers les
deux lignees de cellules cancereuses. II s'agit des peptides diproteges a 21
acides amines 29 et 30. Ces deux homologues sont construits avec Ie 21-









Figure 36. Evaluation de la cytotoxicite de divers modeles de canal ionique sur








Figure 37. Evaluation de la cytotoxicite de divers modeles de canal ionique sur
les cellules de leucemie de souris P388
Nous notons que les cellules sont tres peu sensibles a 24 et pas du tout a
14, ce qui semble demontrer 1'importance de la longueur du peptide.
L'inefficacite des deux autres peptides plus polaires 34 et 36. pourrait
s'expliquer par une interaction differente avec la membrane. Les groupements
charges presents sur ces deux peptides empechent peut-etre ceux-ci de
penetrer dans la bicouche lipidique.
Le Tableau 3 resume les valeurs approximatives des DI^o pour les
composes testes.




































(*) La DL5o est atteinte mats ces composes n'ont pas tue toutes les cellules dans
la gamme de concentrations etudiee. (ND) Non determinable.
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Les valeurs de DI^o obtenues, de 1'ordre de 10 |LiM, sont interessantes
pour un compose anticancereux, a la condition que celui-ci ne soit pas toxique.
A ce propos, nous pouvons relever que les monomeres constituant les
peptides, dontl4, se sont averes non cytotoxiques. L'activite des peptides 29
et 30 se compare assez bien a celle de la gramicidine dont la toxicite est, par
centre, bien connue.
Mats cette fois encore, nous avons note un probleme de solubilite pour
nos molecules. Gelui-ci ne fait que renforcer 1'interet des resultats obtenus, les
concentrations effectives de nos peptides etant tres vraisemblablement plus
faibles que celles calculees. II y aurait certainement un interet a mettre ces
composes en solution dans de 1'huile d'oUve ou a les meler a des suspensions
de liposomes.
Ces tests ne sont cependant pas revelateurs d'une activite de canal
ionique. L'activite des composes pourrait etre Ie resultat d'un tout autre
mecanisme d'action, membranaire ou non. Cependant, la comparaison avec les
molecules de controle laisse assez peu de place a d'autres hypotheses.
3.6 Modele (Tactivite propose - conclusion
A la lumiere des resultats obtenus lors des diverses etudes effectuees sur
nos modeles, nous pouvons elaborer quelques hypotheses plausibles, a defaut
de conclusions definitives.
Les etudes conformationnelles ayant mis en evidence la grande
hydrophobie de nos peptides et, plus important, Ie pouvoir destructurant que
semble avoir la presence d'eau sur ceux-ci, nous pouvons attribuer Fessendel
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des aspects negatifs des resultats obtenus a un phenomene important
d'agregation des composes en milieu aqueux. Celui-ci se traduit par une perte
de la conformation helicoidale, vraisemblablement active, voire meme par une
precipitation. Neanmoins, un potentiel d'activite reste indeniable au vu des
resultats de «patch clamp », de pH stat et d'essais biologiques. II a ete
demontre que ces resultats n'etaient pas Ie fait d'artefacts par nos nombreuses
experiences de controle, notamment avec Ie peptide sans couronne 31 et avec
Fheptapeptide 24.
Curieusement, les meilleurs modeles, 29 et 30. sont depourvus de tetes
polaires. Ceci s'expUque peut-etre par notre choix de groupements charges a
pH physiologique dans Ie cas de 34 et 36. qui rendraient impossible la
penetration de ces peptides dans la bicouche Upidique. D'un autre cote, les
composes actifs possederaient quant a eux la faculte de penetrer dans la
membrane mats, 1'absence de groupement terminal polaire leur empecherait
de s'orienter preferentiellement dans la bicouche lipidique, comme 1'indique
Fetude d'ATR menee sur 29. Get aspect de leur comportement limiterait
grandement leur acdvite. Nous avons schemadse dans la Figure 38 un modele
propose pour Factivite de ces deux peptides.
Ce modele d'activite s'appuie sur les hypotheses emises par DeGrado et
al. pour leurs modeles de canaux ioniques peptidiques (lOa). Dans leur cas,
une certaine agregation etait souhaitee de fagon a constituer un pore polaire,
de type amphotericine. Neanmoins, ils ont constate que leurs peptides, des
polyleucines de meme nature que les notres, presentaient des niveaux









Figure 38. Mode d'activite propose pour nos canaux ioniques artificiels
Bien que n'ayant pas mene d'etudes d'orientation dans des bicouches
lipidiques, ils envisagent que tres peu de peptide se retrouve, a un moment
donne, dans la forme active ou « ouverte » (notee B sur la Figure 38), Ie
restant etant soit adsorbe sur Ie lipide, soit sous forme agregee. Le groupe de
DeGrado presente ces di verses conformations comme etant en equilibre. Nous
avons choisi la meme option, en favorisant largement 1'etat agrege. La forme
A semble egalement tres plausible: Ie peptide monomerique oriente sa partie
tres hydrophobe (les isopropyles des leucines) vers Finterieur de la bicouche
et ses ether s-couronne vers les tetes polaires des lipides, pour former des
interactions electrostatiques tres favorables. Cependant, A doit etre vu comme
representatif de toute orientation aleatoire du peptide non agrege dans la
bicouche et peut ainsi etre considere comme la forme « fermee » du canal.
Ceci laisserait relativement peu de place a la forme active souhaitee B;
celle-ci etant de plus defavorisee du fait de la non-orientation du peptide dans
la bicouche, a cause de 1'absence de tetes polaires.
Nous avons omis de possibles formes actives agregees, pourtant
suggerees par les mesures de conduct! vite monomoleculaires, tout simplement
parce que leur orientation dans la bicouche ne semble pas plus vraisemblable
que celle du monomere et qu'elle n'a pas ete observee par ATR.
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CONCLUSION
Nous avons accompli la synthese et la caracterisadon de plusieurs
variantes de canaux ioniques artificiels, suivant Ie modele con^u au debut de
notre projet. Les etudes conformationnelles entreprises par la suite ont
demontre que nos molecules adoptaient la structure desiree, a savoir, 1'helice
a. Nous avons alors entrepris di verses etudes d'activite qui ont permis de
mettre en evidence Ie potentiel de canal ionique d'au moins deux de nos
modeles, 29 et 30. Cependant, la forte tendance a 1'agregation presentee par
ces composes en milieu aqueux est un parametre limitatif. De plus, ils se sont
averes incapables a s'orienter une fois introduits dans des bicouches Upidiques.
Cette incapacite a ete associee au fait que ces molecules ne portent pas de tete
polaire. D'un autre cote, c'est cette meme absence de groupement polaire qui
semble leur conferer une activite, comparativement aux autres peptides.
Une solution pourrait etre envisagee en utilisant divers autres subsdtuants
polaires, mais non charges.
En raison de cette faible activite, nous n'avons pu mener a bien les etudes
planifiees de select! vite ionique selon la taille des couronnes. La porte reste
ouverte si nous parvenons prealablement a obtenir un modele tres actif.
En effet, la versadlite de notre plan de synthese permet d'envisager la
production d'un tres grand nombre de derives porteurs de plusieurs types de
couronnes, en nombre variable.
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II reste neanmoins que notre modele semble digne d'interet en vue
d'utilisations a moyen terme en chimie des nanostructures. Une des
applications futures de ces molecules sera la preparation d'un biosenseur







L'auto-assemblage (62) est Pessence meme de la vie. La faculte que
possedent certaines molecules de s'organiser en superstructures exclusivement
grace a la formation de liens non-covalents, dits de faible energie, a permis
P apparition des premiers organismes vivants.
Toutes les grandes families de molecules biologiques sont pourvues de la
faculte de s'auto-assembler (63). En premier lieu, nous considererons les
lipides qui peuvent s? organiser spontanement en bicouche, permettant par la-
meme la compartimentation, absolument essentielle a la plus petite sous-unite
fonctionnelle de la vie: la cellule. Les polypeptides possedent des facultes
cTauto-assemblage beaucoup plus specifiques, impliquees dans la constitution
des structures quaternaires des proteines. Ce sont des interactions
supramoleculaires tres specifiques entre polysaccharides qui sont a la base des
phenomenes d'adhesion et de reconnaissance cellulaire. Enfin, Ie plus fascinant
exemple nous est fourni par PADN, dont les deux brins complementaires
s'assemblent en double-helice grace a la formation d'une multitude de liens
hydrogene.
L'auto-assemblage permet d'obtenir des structures tres complexes a
partir de composants relativement simples. II permet de passer du domaine de
la molecule, dont les composants atomiques sont lies par des liens covalents, a
celui de la supramolecule maintenue par des liens non-covalents. Le premier
d'entre eux etant Ie lien hydrogene, associe aux interactions hydrophobes, K -n
aromatiques, electrostatiques, pole-dipole, metal-ligand et de van der Waals.
C'est F addition de ces interactions stabilisantes, faibles mdividuellement
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comparativement au lien covalent, qui permet de compenser Ie cout
energetique impose par la diminution d'entropie du systeme. De plus, la
creation d'un lien de faible energie etant un phenomene reversible, Ie
processus peut s'auto-controler et s'auto-corriger pour conduire a des
systemes qui sont a 1'equilibre thermodynamique.
1000 A
Figure 39. Le vims de la mosal'que du tabac et son processus d'auto-
assemblage
On pourrait trouver de tres nombreux exemples illustrant
spectaculairement 1'auto-assemblage supramoleculaire, mais celui du virus de
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la mosaique du tabac est particulierement edifiant (64). Ce virus n'est
constitue que de deux especes chimiques: 2130 sous-unites proteiques de 158
acides amines chacune, et un brin simple d'ARN de 6390 nucleotides. L'auto-
assemblage de ces sous-unites conduit a la formation d'une particule virale
longue de 300 mn et large de 18 nm (64b). Si 1'on dispose ses constituants
dans un milieu physiologique, Ie virus se reconstitue spontanement (Figure
39). Au niveau cellulaire, nous pouvons citer 1'exemple des ribosomes.
Nomura (65) a demontre que leurs sous-unites 30 Set 50 S pouvaient etre
assemblees in vitro, a partir de leurs constituants proteiques et ARN.
Le point commun a ces deux exemples est la production de structures
complexes et de taille imposante a Pechelle moleculaire, par une synthese
supramoleculaire tres convergente utilisant Ie minimum d'information





Figure 40. Les tectons de Wuest et al.
L'importance de la supramolecularite dans la Nature se devait d'attirer
1'attention des chimistes. Ce fut Ie cas au toumant des annees 1960 et un prix
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Nobel devait recompenser en 1987 les pionniers que furent Pedersen, Lehn et
Cram (66). De nos jours, la chimie supramoleculaire connait un essor
extraordinaire, Les chercheurs qui travaillent dans ce domaine se doivent de
connaitre, comprendre et maitriser les lots qui regissent 1'auto-assemblage.
Leur but commun est de parvenir a produire des systemes organises
fonctionnels, a 1'echelle du nanometre; c'est a dire a un niveau de complexite
ou la chimie covalente commence a se heurter a des barrieres infranchissables
ou, trop couteuses en matiere de temps et d'energie.
\w0 HN"N"NH
Figure 41. Exemple de complexes bases sur des liens hydrogene obtenus par
Whitesides et al.
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La chimie supra-moleculaire suit actuellement deux courants prmcipaux
qui sont 1) la synthese supramoleculaire 2) I'assistance szipramoleculaire a la
synthese moleculaire (67). Ces deux courants s'appuient essentiellement sur
Fauto-assemblage. Malgre Ie nombre de chimistes de renom travaillant dans Ie
domaine, ou peut-etre a cause de cela, il n'y a pas de definition tres precise de
ce qu'est Pauto-assemblage. On pourrait citer J. Fraser Stoddart disant qu'il
s'agit de « 1'assemblage spontane d'architectures supra-moleculaires bien
definies a partir de briques moleculaires tres specifiques ».
Figure 42. Double helicate circulaire de Lehn et al.
Dans Ie domaine de la synthese supramoleculaire, nous donnerons comme
exemple les travaux de Wuest et al. (68) sur les tectons. Le compose 40
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comprenant un coeur tetraarylmethane rigide et portant des unites pyridone a
ses extremites, cocristallise avec de 1'acide butyrique en un reseau
diamantoide, grace a la formation de multiples liens hydrogene (Figure 40).
WTiitesides et al. (69) se sont egalement appuyes sur la formation de
nombreux liens hydrogene entre la melamine et 1'acide cyanurique pour
construire des structures d'echelle nanometrique, en solution ou a 1'etat
cristallin. Les composes 4J. et 42 produisent des complexes 3:1 41 tres stables
(Figure 41). Par RMN, on note 1'apparition de deux signaux differents pour
les protons des methylenes (marques *) devenus diastereotopiques.
Rebek (70) a decrit la dimerisation par auto-assemblage de deux
calix[4]arenes, sous forme de capsule pouvant pieger des especes comme Ie




Figure 43. Un [2]catenate a base de cuivre(I) prepare par Sauvage et al.
Les interactions metal-ligand ont egalement permis la production
d'exemples fascinants, comme Ie double helicate circulaire de Lehn et al. (71).
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En chauffant a 170 °C un melange de 44 et de 1 equivalent de chlorure de
fer(II), on peut precipiter Ie double helicate 45 par addition
d'hexafluorophosphate d'ammonium (Figure 42). Enfin, les nanotubes de





Figure 44. Recepteur macrocyclique pouvant servir de catalyseur a certaines
reactions de Diels-Alder propose par Sanders et al.
U assistance supramoleculaire a la synthese moleculaire exploite
egalement 1'auto-assemblage, prealablement a la creation d'un lien covalent.
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Elle est deja utilisee en synthese organique classique, comme dans Ie cas des
reactions cTepoxydation. II est connu que ces reactions sont orientees en cis
par rapport a un groupement hydroxyle present sur la molecule epoxydee. La
formation d'un lien hydrogene serait a la base de cette stereoselectivite. Nous
pouvons egalement citer Ie cas de Veffet ((template}) (38).
En regle generate, Passistance supramoleculaire permet 1'obtention de
structures dont la synthese parait, a premiere vue, improbable ou
extraordinairement complexe. Sauvage et al. (72) se servent des interactions
ligand-metal pour synthetiser de fa9on efficace des catenates, tel que 46. a
partir de phenanthrolines disubstitiiees et de cuivre(I) (Figure 43).
Le groupe de Sanders (73) utilise ces memes interactions pour produire
ses recepteurs triporphyriniques. Le compose 49 peut etre prepare par
trimerisation oxydative de 47. mats Ie rendement augmente de fa^on
spectaculaire en presence de 48 (Figure 44). Le recepteur macrocyclique pent
servir par la suite de catalyseur dans des reactions de cyclo-addition
impliquant des dienes et dienophiles azotes.
R' = Me, fBu
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Figure 45. Un systeme auto-replicatif con9u par Tertfort et von Kiedrowski
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Un domaine de recherche actuellement en plein essor est celui des
systemes auto-replicatifs. A ce sujet, nous pouvons donner 1'exemple des
travaux de Tertfort et von Kiedrowski (74). En utilisant les interactions
electrostatiques entre des amidiniums et des carboxylates, ils catalysent la
formation d5 un lien imine en contraignant les deux groupements reactifs a se
rapprocher dans 1'espace. Ces systemes se heurtent parfois a des problemes
d'inhibition par Ie produit. Dans cet exemple, Ie systeme temaire 50 s'avere
plus favorise que Ie binaire 51 et Fauto-replication s'autocatalyse de fa^on
exponentielle (Figure 45). Nous pouvons egalement rapporter Ie modele de
peptide auto-replicatif de Ghadiri (75), qui exploite a profit des phenomenes
d'agregation peptidique.
Figure 46. Schema de formation d'un [2]pseudorotaxane
Depuis environ 5 ans, les realisations du groupe de Stoddart sont au
centre des avancees de la chimie supramoleculaire. Ses travaux sont relies aux
deux domaines decrits ci-dessus et, pour simplifier, nous les repartirons en
deux groupes. 1) Celui des pseudorotaxanes appartenant au domaine de la
synthese supramoleculaire. 2) Celui des rotaxanes et catenanes se rappotant a
celui de 1'assistance supramoleculaire a la synthese moleculaire.
Un [n]pseudorotaxane est une superstructure de n composes mamtenus
associes par des liaisons non-covalentes, dans laquelle au moins un compose en
encercle un autre dans un processus reversible. La Figure 46 schematise la
formation d'un [2]pseudorotaxane,
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Figure 47. Pseudorotaxane impliquant une cyclodextrine prepare par Wylie
et Macartney
Dans un passe recent, les premiers exemples decrits impliquaient des
interactions hydrophobes et de van der Waals, par Ie biais de cyclodextrmes.
C'est Ie cas d'une des realisations de Wylie et Macartney (76) ou Ie complexe
a-cyclodextrine-bispyridylpyridinium 52 forme Ie pseudorotaxane 5^ en
presence de pentacyanoferrate(II) (Figure 47).
Le groupe de Lehn (77) a donne des exemples d'utilisation d'interactions
metal-ligand lors de la formation d'un [4]pseudorotaxane contenant du cuivre























Figure 48. Polypseudorotaxane base sur des interactions K-K aromatiques
decrit par Parsons et al.
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Figure 49. [2]rotaxane prepare par Stoddart et al. par bloquage d'un
pseudorotaxane preforme
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Parsons (78) utilise des interactions TT-TT aromatiques avec transfert de
charge entre les macrocycles 54. contenant des bipyridiniums, et des
aromatiques riches en electrons fixes sur Ie long bras polyethere 55. pour
fabriquer des polypseudorotaxanes (Figure 48).
Stoddart et al. (79) ont quant a eux egalement produit des
pseudorotaxanes mettant enjeu ces memes liaisons. Mats la majeure partie de
leurs travaux dans Ie domaine implique la complexation d'ammoniums
secondaires polybenzyliques par des ethers-couronne (80). Ceci, etant a la
base de nos travaux, sera plus amplement developpe dans Ie chapitre 1.
Si-0 0 0 0-0-0 000 0—0-0 0 0 0-SJ
Br
\r^^^/^%-•Si-0 0 0 01—0—0ao ° ° (S9S
T/=<T+ A
000 0-0-0 0 0 0-Si-
60
4PF»
t +.N^ ':=:/ .N
NY" /-^ ^ ^1_^ ^-^ ^-^'SY^
•Si-0 0 0 0—0-0 0 0 0 0}—(W>-iO 0 0 0-Si-/x° ° ° °^s^° ° ° ° (gwH ° ° °^
4pF8+Tya\'N'+
Figure 50. [2]rotaxane prepare par Stoddart et al. par macrocyclisation
autour d'un bras polyethere
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Les [n]rotaxanes peuvent etre definis comme des pseudorotaxanes
mecaniquement bloques sous leur forme complexee. Us sont produits selon
une des trois methodes suivantes:
1) Par introduction d'un groupement volumineux aux deux extremites du
bras, apres que la complexation ait eu lieu. Stoddart et al. (81) ont fourni
Pexemple du compose 5_7 qui provient d'une reaction d'addition dipolaire-1,3
sur Ie [2]pseudorotaxane 56 (Figure 49). Nous pouvons egalement noter les
polyrotaxanes rapportes par Born et Ritter, formes a partir de cyclodextrines
et de polymethacrylate (82).
2) Par macrocyclisation d'un compose autour d'un bras servant de
support. C'est egalement Ie groupe de Stoddart (83) qui obtient Ie [2]rotaxane
60 par cyclisation du bispyridylpyridinium 58 sur un bras polyethere 59.
dont les deux extremites sont constituees d'encombrants groupements
triisopropylsilyles (Figure 50).




Figure 51. Schema de formation d'un [2]catenane
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Enfin, les [n]catenanes sont constitues de n macrocycles coimectes
mecamquement entre eux, mais pas par des liens covalents. Un schema d'une
reaction de catenation est donne par la Figure 51.
n
.0 0 00HNOC <^*> CONH~V^O/~~V~^0.
^ ; u
•q q p o HNOC <U) CONH 0 0 00-
Figure 52. [2]catenane impliquant une cyclodextrme synthetise par Stoddart
et al.
Id encore, les plus belles realisations sont Foeuvre du group e de
Stoddart. Elles peuvent impliquer des cyclodextrines et un macrocycle
biphenyle (61. Figure 52), par interactions hydrophobes ou de van der Waals
(85). Mais plus frequemment, des phenomenes de transfert de charges sont
mis enjeu pour conduire a des [4] et [5]catenanes (Figure 53), dont 1'exemple
Ie plus abouti est Volympiadane 62 (86).
II est interessant de noter dans les exemples cites ci-dessus, 1'exploitation
de forces largement repandues dans Ie monde vivant pour produire des
systemes total ement artificiels. Les materiaux impliques sont eux-memes
synthetiques, al'exception des peu selectives cyclodextrines. Ce n'est que tres
recemment que Ghadiri a decrit son modele de peptide auto-replicatif et que
Leigh (87) a fait une timide tentative d5 exploitation de peptides achiraux pour
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la synthese de [2]rotaxanes. II semblerait pourtant tres avantageux d'utiliser
des materiaux d'essence biologique dans une chimie d'auto-assemblage gui dee
par Phomme. On connait les avantages que ceux-ci presentent en terme de
chiralite, selectivite, organisation structurale, abondance naturelle,
biodegradabilite, etc..., surtout si Pon envisage une application pratique, a
moyen terme, a tous ces elegants systemes brillamment elabores.
\.,
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Figure 53. [4] et [5]catenanes (olympiadane) obtenus par Stoddart ei al.
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C'est Ie defi que nous nous sommes donnes dans cette partie de notre
travail: reussir a impliquer un compose d'essence biologique, bien que
synthetique, dans la preparation cTune superstructure produite par un strict
processus cTauto-assemblage. Et si notre choix s'est porte sur les
pseudorotaxanes, c'est non seulement car ils constituent une premiere cible
accessible dans la chimie supramoleculaire. Mats peut-etre aussi parce que Ie




CONCEPTION ET SYNTHESE DES CONSTITUANTS
1.1 Preambule
Notre projet consiste a preparer des [2]pseudorotaxanes de nature
peptidique. Sa conception s'appuiera sur les travaux du groupe de Stoddart
(80,88) concernant la preparation de [n]pseudorotaxanes a partir de_
polyammoniums secondaires polybenzyliques et d'ethers-couronne contenant
des cycles aromatiques. En effet, la preparation de ces composes presente
Favantage d'etre simple, les deux constitjants etant commercial ement
disponibles ou de synthese aisee, et de mener a des structures
supramoleculaires parfaitement caracterisees par diffraction des rayons X
(etat solide), RNIN 1H (etat liquide) et spectrometrie de masse (etat gazeux).
Nous apporterons au projet notre experience dans la conception et la
preparation de peptides modifies par des ethers-couronne, qui sont au centre
des realisations de notre laboratoire depuis pres de dix ans (36,89).
1.2 Conception des peptides modifies (holes)
Les justifications a Fimplication de peptides dans la preparation de
[2]pseudorotaxanes sont en partie exposees dans les introductions generale et
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de la deuxieme partie. Nous pouvons cependant developper les avantages
presentes par un tel choix.
Les polypeptides sont des polymeres chiraux. II y a relativement pen
d'exemples d'assemblages supramoleculaires qui possedent de la chiralite, bien
que P on puisse citer les « pretzels » moleculaires de Vogtle (90) et certains
catenanes de Stoddart et al. (91), tons prepares en melange racemique. II y en
a encore moins qui impliquent des constituants eux-memes chiraux (92). Daiis
notre cas, nous pouvons facilement presenter, dans les deux niveaux, chiralite
et enantiospecificite.
Les polypeptides adoptent, sous certaines conditions, des conformations
bien definies. Ceci permet d'envisager d'orienter les groupements fonctionnels
de fa^on precise dans Fespace. De plus, la possibilite d'inserer dans Ie peptide
un grand nombre de sites-hotes peut nous laisser envisager de beneficier d'un
effet de cooperativite et la formation de complexes stables.
Enfin, les peptides sont des polymeres stables mais biodegradables,
relativement facile a synthetiser et offrant des possibilites mfmies de
combinaisons differentes.
Les premiers modeles dont nous avons envisage la synthese sont des
polyleucines portant des ethers-couronne, homologues de ceux decrits dans la
premiere partie. Le choix s'est porte sur la L-leucine en raison de sa forte
propension a induire une structure secondaire organisee, a savoir une helice ex
(34). De cette maniere nous profiterions pleinement des avantages conferes
par les peptides, en fixant de fa^on precise la localisation de nos ethers-




62 (n= 3) 6^(n=4)
BOC-Leu-BEC-LeUn-BEC-Leu^BEC-Leu-NH-n-Pr
65 (n= 3) 66(n=4)
BOC-Leu-BEC-Ile-Z-Ala-BEC-Leu-NH-n-Pr
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. 3 PFe- 70
Figure 54. Hotes et invites con9us pour la preparation des pseudorotaxanes
peptidiques
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De plus, nos experiences precedentes nous laissaient esperer une bonne
solubilite de ces composes dans les solvants organ! ques. Apres construction de
modeles CPK, nous avons decide de jouer moderement sur deux parametres
facilement modulables: 1) la distance entre les ethers-couronne 2) leur
nombre sur Ie polypeptide. Ceci nous a amene a concevoir la synthese des 4
polyleucines modifies f[3-([6 (Figure 54).
II y avait tout de meme quelques objections a faire quant a ces choix. Le
fait d'« imposer » une conformation preferentielle aux peptides ne risquait-il
pas de biaiser les resultats, voire de nous faire manquer notre objectif ? De
plus, ces polypeptides repetitifs s'averaient assez prohibitifs a une etude
poussee par RMN.
Ceci nous a amene a envisager deux autres prototypes, 67 et 68.
constitues d'acides amines differents, monofonctionnels et non-aromatiques.
Le peptide 68 comporte une contrainte conformationelle superieure du fait de
la presence d'une L-proline en son coeur.
Restait enfin Ie choix de 1'ether-couronne. Celui-ci a ete dicte par Ie
choix meme de notre invite (cf. 1.3). II s'agit du dibenzo-24-couronne-8
(DB24C8), dont nous envisageons une synthese similaire a celle du 21-
couronne-7 decrit dans la premiere partie.
1.3 Conception des polyammoniums secondaires polybenzyliques
(invites)
L'implication de polyammoniums secondaires dans la preparation de
pseudorotaxanes a ete rapportee pour la premiere fois en 1995 par Stoddart et
al. (88a). Si Ie pouvoir complexant des ethers-couronne sur les ammoniums
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primaires est connu depuis les travaux de Pedersen (93), peu d'etudes ont fait
cas des ammoniums secondaires (94). La raison principale est que Ie tres
etudie 18-couronne-6 complexe preferentiellement les ammoniums selon Ie





Figure 55. Schema de complexation d'un ammonium par un 18-couronne-6
a) mode perche et mode niche b) ammonium aliphatique primaire et
secondaire
Or, ce mode de complexation est tres defavorise dans Ie cas des
ammoniums secondaires, pour des raisons steriques (Figure 55). La
complexation de ces derniers ne peut se faire correctement que si 1 ammonium
penetre totalement dans la couronne et done, impose que celle-ci soit
constituee par un macrocycle d'au moins 24 atomes (96). Les etudes
impliquant les composes appropries n'ayant pas ete menees 30 ans apres la










Figure 56. Elements utilises par Stoddart et al. pour la preparation d'un
[2]pseudorotaxane apartir de sels d'ammoniums secondaires
Le groupe de Stoddart a done prepare des complexes entre DB24C8 71
et deux sels d'ammoniums secondaires: un aliphatique 72. Fautre aromatique
73 (Figure 56). Dans les deux cas, des [2]pseudorotaxanes cristallisables ont
ete obtenus, pour autant que Ie contre ion soit Panion tres mou
hexafluorophosphate. Des differences majeures entre les deux complexes
apparaissaient par RMN H. Alors que dans Ie premier, Pammomum
aliphatique ne donnait qu'un type de signal, fait revelateur de vitesses de
complexation et de decomplexation rapides a 1'echelle de temps de la RMN;
son homologue aromatique presentait deux types de signaux pour les protons
des methylenes benzyliques, suivant qu'ils appartenaient a des especes
complexees ou pas (80). De plus, les valeurs des constantes cT association (KJ
favorisaient Ie complexe « aromatique » par un facteur 10 dans 1'acetonitrile.
Les differences cinetiques s'expliquent par les contraintes steriques
superieures imposees par Ie passage des phenyles au travers de la couronne.
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Les differences de stabilite ont ete interpretees apres analyse des structures









Figure 57. Structure cristalline du [3]pseudorotaxane obtenu par Stoddart et
al. avec DB24C8 et Ie diammonium DA^PFg 69
Le groupe de Stoddart (80,88c,97) a produit une grande quantite d'autres
[n]pseudorotaxanes impliquant Ie meme type de sous-unites, comme celui
forme par DA*2PFg 69. et 2 equivalents de DB24C8 H (Figure 57).
La structure cristalline revele un ensemble de liaisons de faible energie
impliquees dans la stabilisation du complexe. A savoir, 1) des liens hydrogene
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[-N+-H...O] 2) des liens hydrogene [-C-H...O] 3) un empilement n-n
aromatique triple 4) des interactions pole-dipole [-N ...O],
L'ensemble de ces donnees, associe a la facilite de faire changer la
stoechiometrie des complexes par une simple modification de taille des
constituants (longueur pour les ammoniums ou diametre pour les ethers-
couronne), nous a amene a choisir les polyammoniums polybenzyliques 69 et
70 (Figure 56) comme invites dans la preparation de nos pseudorotaxanes
peptidiques.
1.4 Synthese des peptides modifies
1.4.1 Synthese de laA^-BOC-3-(dibenzo-24-couronne-8)-L-alanme
BOC-BEC-OH 14
La strategic de synthese de cet acide amine, porteur d'un ether-couronne,
aura pour etape-cle une reaction de macrocyclisation, en conditions haute
dilution, entre la BOC-L-DOPA-OMe 17 et un arylpolyethylene glycol active
79, Ceci constitue la partie commune avec la preparation de BOC-ECV-OH
decrite dans la premiere partie. La difference se fait en amont: etant donne
que Ie polyethylene glycol desire n'est pas commercial, nous avons du Ie
preparer.
La premiere etape (Figure 58) consiste a effectuer la monoprotection du
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Figure 58. Schema de synthese de BOC-BEC-OH 14
104
Nous favorisons la production du produit monoprotege en travaillant
avec 1 equivalent de chlorure de trityle pour 4 fonctions alcool. Le choix de
ce groupement protecteur a ete dicte par la necessite de preparer de grandes
quantites de produit. En effet, il s'avere dans ce cas tres facile de se
debarrasser du compose diprotege, qui est cristallisable. Le groupement
trityle confere une faible solubilite dans 1'eau a 75. ce qui permet egalement
d'eliminer aisement Ie glycol non reagi. Apres tosylation de la fonction alcool
restante dans les conditions classiques, nous faisons reagir du catechol sur
deux polyethylene glycols 76. Cette reaction, quoiqu'assez longue, est
quantitative au vu de la RMN du brut. Apres deprotection des fonctions alcool
de 77. nous obtenons Ie polyethyleneglycol desire 78. Celui-ci sera active
sons forme du ditosylate 79. plutot que du dibromure utilise dans la premiere
partie. Le groupement tosyle est non seulement un meilleur nucleofuge, mais
il permet aussi d'eviter les problemes presentes par les contaminations dues a
la triphenylphosphine et a son oxyde. Nous passons alors a la reaction de
macrocyclisation sur la BOC-L-DOPA-OMe 17. dans Ie DMF, en presence de
carbonate de cesium. Nous obtenons de tres bons rendements, allantjusqu'a 90
%, Ceci est explique par l'« effet-tempi ate » (38): apres substitution sur un
premier oxygene du phenol. Ie contre-ion cesium facilite la reaction intra-
moleculaire par interactions pole-dipole avec Ie polyethylene glycol. II est
interessant de noter que dans Ie cours d'un projet portant sur la synthese
supramoleculaire, nous beneficions d'une assistance supramoleculaire a la
synthese moleculaire. II ne reste qu'a saponifier Fester 80 pour obtenir 1'acide
amine desire 74. Nous noterons que Ie rendement moyen s'entend sur Ie
produit precipite, operation qui s'avere assez ardue. Le rendement global de
la synthese de BOC-BEC-OH 14 est de 24 %.
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1,4.2 Synthese peptidique
Nous utilisons la synthese en phase solide, avec de la resine de Kaiser
(resine oxime) 20 et des acides amines proteges par Ie groupement t-
butyloxycarbonyle (BOC). Cette strategie est decrite dans la premiere partie
en 1.3.2.2.
L'etape de clivage du peptide fixe sur Ie support solide est ici effectuee
par de la /i-propylamine (10 % dans Ie DCM). Ce clivage conduit aisement
aux amides /7-propyliques des peptides desires, de formule generale: BOC-
Peptide-NH-n-Pr. Ces composes sont ensuite purifies par HPLC puis,
lyophilises pour permettre Pobtention de solides floconneux. Nous en
envoyons un echantillon en spectrometrie de masse (ES) et les resultats
obtenus sont resumes dans Ie Tableau 4.




















































1.5 Syn these des
polybenzyliques
sels de polyammoniums secondaires
1.5.1 Synthese de DA-2PF6 69
La synthese utilisee est decrite par Stoddart et al. (80). Elle consiste a
preparer la diimine 81 a partir de benzylamine et de terephtalaldehyde, dans
un montage de Dean-Stark (Figure 59). Le compose obtenu est directement
reduit par Ie borohydrure de sodium pour obtenir la diamine desiree 82. avec
un rendement de 95 % pour les deux etapes. Nous preparons Ie sel di-
hexafluorophosphate correspondant en utilisant de 1'acide
hexafluorophosphorique, bien qu'il ne s'agisse pas de la methode decrite par
Ie groupe de Stoddart. La poudre blanche obtenue est abondamment lavee a
Feau froide pour eliminer 1'exces d'acide, puis sechee exhaustivement. Les
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donnees spectrales et physiques du compose 69 obtenu correspondent a celles











HPFe 60 % ^
.2PF/
69(91 %)
Figure 59. Schema de synthese du diammonium-invite DA^PF^ 6S.
1.5.2 Synthese de TA-SPFg 10
La synthese de ce compose n'ayant pas ete rapportee au debut de notre
projet, nous avons du concevoir la strategic decrite ici (Figure 60) qui ne


































Figure 60. Schema de synthese du triammonium-invite TA-SPFg 2-2
Nous faisons reagir, dans un montage de Dean-Stark, de la benzylamine
et du ^-cyanobenzaldehyde 83. La cyanoimine 84 obtenue subit alors une
triple reduction en diamine 85 par Ie complexe borane-THF. Nous faisons
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ensuite reagir une nouvelle fois 83. dans les conditions de la premiere etape,
pour introduire Ie dernier atome d'azote. Suite a une reduction de 86 par Ie
borane, nous obtenons la triamine 87. Celle-ci reagit avec du benzaldehyde,
dans un montage de Dean-Stark, pour conduire a Pimme 88. Cette derniere
est reduite en triamine benzylee 89 par Ie borohydrure de sodium. La
synthese de ce compose a necessite 6 etapes, avec un rendement global de 39
%. Recemment, Stoddart et al. (88c) en ont decrit une synthese en 9 etapes, a
partir d'un compose non commercial.
Nous preparons Ie sel tri-hexafluorophosphate correspondant TA'SPFg
70. selon Ie protocole utilise pour 82. Le compose obtenu possede un spectre
RMN identique a celui decrit par la litterature.
1.6 Conclusion
La synthese des constituants con9us pour la preparation de [2]
pseudorotaxanes impliquant 1) les peptides a 2 ethers-couronne 63. 64. 67. et
68. et DA'2PFg 2) les peptides a 3 ethers-couronne 65 et 66. et TA'SPFg 3)
1'ether-couronne BOC-BEC-OMe 10 et DA-2PFg (dans Ie cas de cette
experience de controle, nous formerions un [3]pseudorotaxane) a ete effectuee
et tous les produits caracterises.
Nous pouvons envisager la preparation des complexes. Ce terme sera




PREPARATION ET CARACTERISATION DES COMTLEXES
2.1 Preparation des complexes
La preparation des complexes implique Ie choix d'un solvant adequat. II
apparait logique de prendre un solvant dans lequel un des deux constituants est
insoluble, de fa^on a deplacer 1'equilibre dans Ie sens de la formation du
complexe (Figure 61), pour autant que celui-ci soit soluble dans Ie dit solvant.
Nous avons opte pour un solvant dans lecpjel les peptides seront solubles et pas
les sels cTammoniums. Stoddart et al. rapportent que les sels DA*2PFg ou
TA'3PFg sont quasiment insolubles dans les solvants halogenes (80,88c). Or,
no s peptides sont solubles (6 5. 66 et 68) ou un peu solubles f63. 64 et 67)
dans Ie chloroforme ou Ie DCM. Ce sont done ces solvants qui ont ete utilises
pour la formation des complexes.
Selon un protocole general, nous dissolvons Ie peptide ou BOC-BEC-
OMe 80 dans un minimum de solvant halogene, puts ajoutons un equivalent de
sel DA«2PFg ou TA'SPFg, suivant Ie cas. La suspension est soumise a 2
minutes de sonication, puis est agitee pendant une dizaine d'heures. Ensuite, la
solution legerement voilee est filtree a 1'aide d'un filtre de 45 ^im et Ie solvant
est evapore sous vide, dans un dessiccateur. Quel que soit Ie pep tide implique,
nous obtenons deja un bon indice de la formation de complexes par Ie fait que
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nous observons une bonne solubilisation du sel. Ce n'est pas Ie cas avec BOC-






Figure 61. Schema de preparation des complexes
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Nous resumons dans Ie Tableau 5 nos observations sur la solubilite des
composes.
Tableau 5. Solubilite des composants des pseudorotaxanes dans Ie
dichloromethane (DCM)
Compose

































(***) tres soluble; (**) moyennement soluble; (*) peu soluble
Le residu sec obtenu est repris par un solvant deuterie, dans Ie cas
d'etudes par RMN H, ou envoye tel quel aux analyses par spectrometrie de
masse.
Nous avons egalement reussi a preparer Ie complexe [6^*DA]*2PFg par
extraction d'une solution aqueuse du sel DA'2PFg, a Paide d'une solution du
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peptide 63 dans Ie DCM. Par RMN, Ie complexe ainsi prepare ne presentait
aucune difference avec celui obtenu par la methode decrite ci-dessus.
2.2 Caracterisation des complexes par spectrometrie de masse
(M + 2 NH,)*
un rnr null in i _i i i 11
<00 600 800 IBOO 1200 KOO 1600 1800
b)
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mtz
Figure 62. Spectres de masse ES a) du peptide 6i b) du complexe
[^-DAJ^PFg
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Chaque complexe a ete analyse par spectrometrie de masse ES. Cette
technique tres douce permet d'observer facilement les ions moleculaires de
composes de masse elevee et est tres precise. Son seul relatif inconvenient est
qu'elle produit des ions a plusieurs charges.
Nous pouvons voir sur la Figure 62 Ie resultat obtenu dans Ie cas du
complexe [6^»DA]'2PFg, compare au peptide libre 63 Les autres spectres de
masse sont rapportes en Annexe et les resultats sont compiles dans Ie Tableau 6.


























































Les resultats de spectrometrie de masse constituent une preuve de la
formation de complexes 1:1 dans Ie cas de tons les peptides et meme de
Pether-couronne 80. Ces complexes sont suffisamment stables pour exister en
phase gazeuse. II est frappant de constater la nettete des spectres dans Ie cas
des complexes [61-DA]-2PF^ [^4-DA]-2PF6, [6^-DA]-2PF^t [jig-DAJ^PFg
qui n'a rien a envier a celle obser^ee pour les peptides libres. Dans tous ces
exemples nous obtenons un ion doublement charge tres intense, qui correspond
a la masse du complexe ayant perdu ses deux contre-ions (M - 2 PFg'). De
plus, il n'y a aucune trace visible 1) de complexe 1:2 [Peptide^DA^MPFg qui
produirait facilement un ion doublement charge par perte de 2 contre-ions 2)
de complexe 1:1 monocharge qui pourrait correspondre a une complexation
partielle du diammonium par un seul ether couronne.
Les resultats restent tres bons dans Ie cas des complexes de niveau
superieur [^'TAJ-SPFg et [6^'TA]'3PFg, avec 1'obtention d'un ion triplement
charge correspondant a la masse du complexe ayant perdu ses trois contre-
ions (M - 3 PFg'). Mais 1'observation d'un ion doublement charge attribuable a
(M - 2 PFg') indique quant a lui 1'existence de complexes partiels; c'est a dire,
la complexation du triammonium par seulement deux ethers-couronne. De
plus, les spectres moins nets sont un indice de la presence de plusieurs especes
dans Ie milieu.
Enfin, les moins bons resultats sont obtenus dans Ie cas de BOC-BEC-
OMe, ou clairement plusieurs especes coexistent (complexes 1:1 et 2:1, entre
autres). Ceci etait certes attendu, voire meme souhaite. En effet, il est
entropiquement moins favorable de former des complexes 2:1 que 1:1. Et
Fobservation d'une faible extraction du sel DA'2PFg par I'ether-couronne
laissait presager de ce resultat.
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Nous pouvons tirer de precieuses informations de ces spectres de masse
et aussi d'encourageants indices: 1) tons les peptides forment des complexes
1:1 avec leur invite approprie; 2) ces complexes sont stables; 3) nous semblons
clairement beneficier d'un effet de cooperativite tres fort quaad on compare les
resultats obtenus respectivement avec les peptides et avec Pether-couronne seul.
Nous avons demontre la formation de complexes entre des DB24C8,
portes par des peptides, et des diammoniums secondaires benzyliques. Or, les
informations donnees par la litterature a ce sujet (80), associees a la
fabrication de modeles moleculaires CPK, semblent clairement indiquer que
ces complexes ne peuvent etre que de type pseudorotaxane. Nous attendrons.
cependant la confirmation par d'autres etudes, dont la RMN, pour pouvoir
conclure de fa^on plus categorique.
2.3 Caracterisation des complexes par RMN H 500 MHz
2.3.1 Complexe [^•DAJ^PFg
Nous presentons dans la Figure 63 les spectres RMN H du peptide 63
libre et du complexe [^S-DAJ^PFg dans Ie chloroforme. Qualitativement, les
changements spectaculaires induits par la formation du complexe sont
interpretables par une rigidification du systeme. Ce phenomene est attendu
dans Ie cas de la formation d'un pseudorotaxane. Nous nous sommes interesses
a deux groupes de pics qui ne sont observes que dans Ie spectre du complexe:
1) les pics fins et bien differencies entre 5.2 et 6.7 ppm 2) les massifs entre
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TOCSY partiel du complexe [6i-DA]-2PF,
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L'attribution rigoureuse de ces pics est assez difficile, vu Ie nombre de
residus identiques que content Ie peptide et Ie melange d'especes differentes
vraisemblablement presentes dans la solution. Neanmoins, des experiences de
« Correlated total SpectroscopY » (COSY) et de « TOtal Coherence
transfert SpectroscopY » (TOCSY) nous ont fourni des renseignements
permettant d'identifier la nature des protons resonnant dans ces regions
(Figure 64). De plus, les nombreuses etudes du groupe de Stoddart sur la
complexation de ce type de polyammoniums nous indiquent que les protons
des methylenes benzyliques resonnent a 4.4-4.7 ppm (en fonction du solvant
utilise) lorsqu'ils appartiennent a des especes complexees (80,88a).
Tableau 7. Attribution partielle des deplacements chimiques des protons du
complexe [6_3*DA]'2PFg en RMN H dans Ie chloroforme
caHf
§ (ppm) Correlations (§) Attribution






























HAr (6.40); HAr (6.82)
HAr(5.40);HAr(6.75)
1) H Ar (5.95); H Ar (6.82)
2) H Ar (6.63)


















Nous avons done attribue ces signaux aux: 1) N-H de liens peptidiques et
protons aromatiques des ethers-couronne 2) protons benzyliques des invites et
Ca-H des ethers-couronne, assortis de quelques Ca-H des leucines. La plupart
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appartient a des especes complexees. Les resultats plus detailles sont consignes
dans Ie Tableau 7,
Ces changements de deplacement chimique sont indicatifs de
Fenvironnement tres modifie dans lequel se retrouvent certains groupements
du complexe, de meme que des contraintes exercees sur Ie squelette
peptidique. Le fort effet de blindage que subissent certains protons
aromatiques pourrait provenir de leur positionnement dans un cone
d'anisotropie lors d'un empilement n-n aromatique (cf. Figure 57). Stoddart
et al. (98) ont deja rapporte un exemple similaire qui se produisait lors de la
preparation d'un pseudorotaxane a I5 aide de composes comportant des cycles
aromatiques. Quant aux protons des methylenes benzyliques de I'invite, ils
subiraient un fort deplacement vers les bas champs resultant de la formation
de liens hydrogene [N+-C-H...O].
Ces resultats confortent un peu plus 1'hypothese de la formation d'un
[2]pseudorotaxane dans Ie cas du complexe [63»DA]'2PF<.
2.3.2 Complexe [64-DA]-2PF6
La comparaison entre les spectres du peptide libre et complexe (Figure
65) revele moins de changements drastiques que dans Ie cas de 63. II
semblerait que sous forme complexee a DA'2PFg, 64 subisse moins de
contraintes conformationnelles que son homologue. Neanmoins, des
modifications notables apparaissent dans les zones de deplacement chimique
des protons des ethers-couronne: 3.0-3.5 ppm pour les protons des methylenes
benzyliques; 4.5 ppm pour les Ca-H et 6.5-7.0 ppm pour les protons
aromatiques. Ces observations sont revelatrices des interactions qui se
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produisent. De plus, Papparition d'un massif a 4.7 ppm sur Ie spectre du
complexe [^•DAJ'lPFg est une indication supplementaire que Ie
diammonium est implique dans une structure de pseudorotaxane. Cependant,
la quasi-absence de pics dans la zone 5.2-6.5 ppm semble indiquer que les
interactions aromatique-aromatique observees avec [^'DAj^PFg ne sont pas
mises enjeu lors de la formation du complexe [64*DA]*2PF^.
2.3.3 Complexes [^•TAJ-SPFg et [^-TAj'SPFg
Le plus grand nombre de residus contenu dans ces peptides rend les
informations livrees par la RMN d'une portee beaucoup plus limitee. Nous
presentons dans la Figure 66 Ie cas du peptide 66 et du complexe
[^•TAJ'SPFg. Les differences flagrantes entre les spectres du peptide libre et
complexe sont: 1) les modifications dans les massifs des protons des
methylenes benzyliques (3.2 ppm) et Ca-H (4.4 ppm) des ethers-couronne 2)
1'apparition d'un massif a 4.7 ppm sur Ie spectre du complexe.
De ce fait, les conclusions a tirer sont semblables a celles dictees par
Petude du complexe [64*DA]'2PFg. II semble bien qu'une complexation se
produise mais qu'elle n'engendre pas de modification conformatiomielle
majeure dans Ie squelette peptidique.
2.3.4 Complexe [^I-DA^PFg
Tirant parti de la meilleure solubilite de ces heptapeptides dans
Facetomtrile, nous avons etudie les complexes formes par les peptides 67 et
68 dans ce solvant.
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Figure 67. Spectre RMN 500 MHz dans Pacetonitrile du a) peptide 6_7 b)
complexe [61-DA]*2PFg
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Ceci permet cTetablir des elements de comparaison avec les etudes de DC
presentees dans Ie chapitre 3 . Le sel DA'2PFg etant egalement soluble dans ce
solvant, nous avons ainsi 1'assurance d'etre en presence d'une quantite
equimolaire d'hote et d'invite dans la solution. De plus, Ie groupe de Stoddart
(80,88a) a utilise principal ement Pacetonitrile lors de ses etudes par RMN,
pour ces memes raisons de solubilite, mais egalement pour ne pas etre gene
par la presence du pic residuel de solvant dans les regions d'interet du spectre
des complexes.
Nous presentons dans la Figure 67 les spectres RMN de 67 et
[6_7*DA]'2PF6 dans CD3CN. Nous resumons dans Ie Tableau 8 les attributions.
relatives aux divers acides amines, rendues possibles par des experiences
complementaires de TOCSY et de COSY.
































































Lors de la formation du complexe, nous notons cette fois encore de
nombreux changements dans 1'allure du spectre RMN. Un elargissement des
signaux attribues aux protons des couronnes est observe a: 6.5-7.0 ppm
(aromatiques); 3.5-4.4 ppm (CR^ des couronnes) et 2.9-3.3 ppm (CH^
benzyliques).
Plus interessant, nous voyons clairement apparaitre les massifs centres
sur 4.7 et 4.4 ppm, attribues par Stoddart et al, (80) aux protons des
methylenes des invites complexes. Le grand pic fin a 4.22 ppm correspond a
ces memes groupements, mais dans les especes libres.
Ces attributions sont confirmees par des experiences de TOCSY et de
COSY. L'assignation complete des deplacements chimiques s'avere cependant




Figure 68. Spectre TOCSY partiel du complexe [6J;-DA]-2PF,
Neanmoins, nous pouvons caracteriser 1'appartenance de certains acides
amines a des especes complexees ou libres. La Figure 68 montre une zone du
spectre TOCSY du complexe, dans laquelle on peut identifier les residus
valine, grace aux correlations caracteristiques entre les protons du carbone-a
et des methyles-y apparteuant aux especes libre (notee L) ou complexees
(notees C). Une comparaison avec Ie spectre du peptide libre nous permet de
les distinguer sans peine. Le fait de voir deux signaux attribuables a des
especes complexees sera discute plus loin, lors de Petude du complexe
[68-DA]-2PF,.
Un autre massif a attire notre attention: 11 s'agit des deux doublets qui
couplent ensemble (J = 7.8 Hz), centres sur 6.6 ppm. Leur aspect est
nettement celui de protons appartenant a un cycle aromatique para-disubstitue.
Or, seul Ie diammonium possede un tel groupement. Le deplacement chimique
observe (dans Ie sel libre, ces protons resonnent aux alentours de 7.5 ppm
dans 1'acetonitrile), ainsi que la differenciation des protons sont revelateurs du
fait qu'il appartient a un complexe.
2.3.5 Complexe [^•DAJ^PFg
La tres bonne solubilite du peptide 68 dans 1'acetonitrile nous permet
d'obtenir un spectre tres clair (Figure 69). Nous resumons les assignations
correspondant aux differents residus dans Ie Tableau 9. Celles-ci ont
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Figure 69. Spectre RMN 500 MHz dans Facetonitrile du a) peptide 68 b)
complexe [68«DA]*2PF6
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Tableau 9. Etude du peptide 68 par RMN H dans 1'acetonitrile
§ (ppm)
Residu N-H Ca-H Cp-H Cy-H C5-H
BOC-Leu 561 3.99 1.44(CKy 1.63(CH)
0.92
(2 Ciy
BEG 1 7.29 4.43
3.08 et 3.15
(ay
Ala 7.26 4.06 1.35(CH3) X x
Pro x





4.37 1.87(CH) (Ciy 0.89 (CH3)
0.92 (CH,)
BEC 2 7.05 4.63
2.96 et 3.06
(CH,)
Leu 2 7.20 4.26 L65(Ciy 1.65(CH)
0.95
(2 CH,)
NH-w-Pr 6.85 3.13 (CHy 1.52(0^) 0.92 (CR,)
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Lorsque DA'2PFg est ajoute a la solution de 68 dans Facetonitrile, nous
notons un net elargissement des signaux attribuables aux protons des BEC. De
plus, la presence des massifs aux alentours de 4.4-4.8 ppm revele bien la
complexation des invites. Encore une fois, nous avons la confirmation que
cette complexation est bien un equilibre de par la presence du pic a 4.22 ppm,
caracteristique du sel d'ammonium libre en solution.
Une etude par COSY et TOCSY nous a permis de mettre en evidence la
presence cTau moins 4 groupements de signaux attribuables aux BEC
complexes. Ceci est montre sur la Figure 70. Les BEC sont assez aisement^
identifiables puisqu'ils presentent une correlation en COSY de par Ie couplage
J entre Ie proton du carbone-a et les deux protons du methylene benzylique.
Ces derniers etant diastereotopiques, ils apparaissent tres differencies, Cela
conduit a une correlation double entre des protons resormant vers 4.0 ppm et
d'autres a 3.0-3.5 ppm, qui est unique sur Ie spectre. Ce dernier revele la
presence des deux BEC non complexes (notes L). Dans leur cas, les protons
benzyliques sont peu differencies (cf. spectre du peptide libre). Tandis que
I7 on note au moins 4 correlations doubles supplementaires qui n'apparaissent
que sur Ie spectre du complexe; done, attribuables aux couronnes complexees
(notes C). Leur caracteristique commune est un fort blindage subit par les
Ca-H et une forte differentiation des protons benzyliques, compatible avec un














Figure 70. Spectre COSY partiel du complexe [68-DAJ-2PF,
2.4 Conclusion
La RMN nous a permis de mettre en evidence de fa^on indiscutable la
complexation de nos invites par les peptides. Dans Ie cas des heptapeptides a
deux ethers-couronne, cette complexation s'accompagne de profonds
changements conformationnels et d'une rigidification des squelettes
peptidiques. Nous avons releve 1'apparition de pics identifies par Stoddart et
al, comme caracteristiques des pseudorotaxanes formes entre DB24C8 et
DA'2PFg; et ce, aussi bien dans 1'acetonitrile que dans Ie choloroforme. Ce
premier solvant nous a fourni la preuve de P existence d'un equilibre en
permettant de differencier les polyammoniums libres et complexes. Ceci n'est
pas possible dans Ie chloroforme ou, en raison de leur insolubilite, les invites
presents sont forcement sous forme complexee.
La possibilite de differencier les acides amines dans Ie cas des peptides
6^ et 6S, etait esperee afin de pouvoir obtenir des informations par RMN
quant a la conformation adoptee par ces peptides. Malheureusement, toutes
nos experiences de NOE, a une ou deux dimensions, sont restees infmctueuses
jusqu'a aujourd'hui. Neanmoins, certaines interrogations peuvent etre
soulevees a propos des observations faites sur Ie complexe [68*DA]*2PF^:
Pour quelle raison observe-t-on 4 signaux differents pour les ethers-couronne
complexes ? Si 1'on exclut la possibilite de complexes partiels, comme Pa
suggere la spectrometrie de masse, une explication pourrait etre 1'existence de
deux atropisomeres (Figure 71) produits lors de la formation des
pseudorotaxanes. Le modele propose est base sur la structure cristalline du














Le fait que les couronnes n'impliquent pas Ie meme cycle aromatique
dans 1'empilement K-K devrait avoir une grande influence sur les
deplacements chimiques des protons du carbone-a et des methylenes
benzyliques, conduisant a au moins 4 types de signaux pour ceux-ci. Cette
hypothese est supportee par 1'identification de deux signaux attribues a des
valines complexees dans Ie spectre du complexe [67'DA]*2PFg.
Nous avons deduit de 1'observation des spectres RMN des complexes
P existence de profonds changements conform ationnels au coeur du peptide.




SPECTROPOLARIMETRIE DE DICHROISME CIRCULAIRE
3.1 Preambule
La RMN nous ayant permis de mettre en evidence Ie phenomene de
complexation, nous attendons des etudes par dichroi'sme circulaire (DC).
qu'elles revelent des changements conformationnels importants dans nos
peptides, suivant qu'ils sont en presence de 1'invite ou libres. Etant donnee la
frequente utilisation des courbes de DC pour caracteriser les conformations
des peptides et des proteines en solution (cf. 2.2 de la premiere partie),
Putilisation de cet outil nous semble particulierement adequate dans Ie cours
de notre projet.
En raison de leur forte absorbance dans les longueurs d'onde d'interet
pour 1'etude des peptides en DC, il s'avere impossible d'utiliser Ie
chloroforme ou Ie DCM comme solvant. De plus, nos peptides sont insolubles
dans les solvants tres apolaires, comme Ie 1,2-dichloroethane, et 1'utilisation
de solvants protiques est bien-sur a proscrire. Notre choix s'est porte sur
1'acetonitrile, qui n'absorbe fortement qu'a moins de 190 nm. Tous les
peptides etant partiellement ou total ement solubles dans ce solvant, son choix
devenait evident. II est cependant a noter que les sels DA^PFg et TA'3PFg
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sont eux-aussi relativement solubles dans I'acetonitrile. Ceci n'ira
vraisemblablement pas sans influencer la stabilite des complexes et pourrait
meme fortement defavoriser la formation de ceux-ci. En effet, Stoddart et al.
(80) rapportent des K^ jusqu'a 60 fois inferieurs, dans 1'acetonitrile par
rapport an chloroforme, pour des complexes entre DB24C8 et un sel
cTammonium analogue a DA'2PFg.
r
3.2 Etudes du peptide 63 et du complexe [63«DA]»2PF^
3.2.1 Etude du peptide 63
Meme lors d'essais de preparation de solution a 1 mg/mL, Ie peptide 63
ne s'avere qu'incompletement soluble dans 1'acetonitrile. La concentration de
la solution n'etant pas cormue, nous ne rapporterons que des resultats
qualitatifs pour ces etudes en DC (exprimes en millidegre).
La suspension de 63 dans 1'acetonitrile est filtree et analysee sur Ie
spectropolarimetre. Les resultats des etudes sont rapportes sur la Figure 72a.
Bien que peu caracteristique d'une structure secondaire organisee bien
definie, cette courbe semble indiquer un debut d5 arrangement en helice a, de
par son analogie avec celles obtenues lors de la denaturation de proteines
riches en cette structure helicoidale (maximum a 190 nm et minimum a 207
nm) (47). L'etude a temperature variable (Figure 72b) produit un ecrasement
de la courbe, ce qui caracterise une desorganisation. Si notre peptide avait
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Figure 73. Etude conformationnelle du complexe [^i-DAj^PF^ par DC
En fait, les resultats obtenus semblent proceder de deux effets: 1) sa forte
teneur en leucine tend a influencer 1'organisation du peptide en helice a 2) la
taille limitee de celui-ci empeche 1'obtention d'une helice bien definie, ce qui
se serait traduit par 1'observation d'un deuxieme mimmum a 222-223 mn
(46).
3.2.2 Etude du complexe [6i-DA]-2PF6
Si nous additionnons a la suspension preparee ci-dessus 1 equivalent de
sel DA'2PFg et mettons Ie melange sons agitation pendant quelques heures,
nous observons une solubilisation progressive du peptide et finissons par
obtenir une solution limpide. Celle-ci est alors analysee sur Ie
spectropolarimetre. Les resultats obtenus sont rapportes sur la Figure 73 a.
Nous notons un changement spectaculaire dans 1'allure de la courbe par
comparaison avec celle du peptide libre. Celle-ci indique la formation d'une
structure secondaire organisee sous 1'effet de la complexation de 1'invite. Avec
deux minima a 194 et 234 nm et un maximum a 203 nm, elle est significative
d'une organisation en toumant P (48). Neamnoins, la depression dans la bande
210-220 nm, qui n'a pas lieu d'etre selon les courbes theoriques de tournants
P, est representative d'un equilibre entre les formes complexee et libre du
peptide. En effet. Ie signal DC n'offre qu'une vue d'ensemble macroscopique
du melange, contrairement a la RMN qui peut permettre 1'identification de
chaque espece presente, pourvu que sa « duree de vie » soit suffisamment
longue.
Ces premieres conclusions sont corroborees par les etudes a temperature
variable. A mesure que la temperature augmente, nous notons une
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decomplexation progressive et un retour vers la conformation originale du
peptide libre. A 75 °C, il n'existe pour ainsi dire plus d'espece complexee
(Figure 73b).
De fa9on tres interessante, si on laisse revenir a 25 °C la solution
prealablement chauffee, nous enregistrons un spectre DC absolument
superposable a celui initialement obtenu a cette temperature avec Ie complexe
(Figure 73 c). Ceci est significatif de la reconstitution du complexe et
revelateur de sa stabilite, malgre les rearrangements conformationnels
majeurs que sa formation impose au peptide 63. Meme apres plusieurs cycles
de chauffage et refroidissement. Ie complexe reprend sa conformation
originale et les courbes restent strictement superpo sables.
3.3 Eludes du peptide 64 et du complexe [64*DA]*2PF^
3.3.1 Etude du peptide 64
Ce peptide s'avere tres peu soluble dans Pacetomtrile et son etude en DC
sera done egalement simplement qualitative.
Le type de courbe obtenu dans ce cas est tres similaire a celui du peptide
63 (Figure 74 a). Le peu de peptide dissous ne nous permet pas d'obtenir un
signal de tres bonne qualite. Nous notons cependant qu'il semblerait indiquer
un degre d'organisation en helice a plus avance, de par la legere inflexion de
la courbe vers 220 nm. Ceci peut s'expliquer par la taille legerement









I . i • r^ • • • • |
a)




250 190 X (nm) 250






























,\'. I.... I J_
"c
c\
190 ^ (nm) 250 190 X (nm) 250 190 ^ (nm) 250
Figure 75. Etude conformationnelle du complexe [6^*DA]'2PF6 par DC
A mesure que la temperature augmente. Ie peptide 64 perd son
organisation, comme Ie revele 1'aplatissement des courbes de DC (Figure
74b).
3,3,2 Etude du complexe [64«DA]-2PFg
L'adjonction d'un equivalent de DA*2PFg a la suspension de 64 dans
Pacetonitrile ne conduit pas a une dissolution complete du peptide dans ce cas.
Apres filtration, nous obtenons la courbe DC reproduite dans la Figure 7 5 a.
Un changement notable s'est produit par rapport aux courbes obtenues
avec Ie peptide libre, au moins de par 1'intensification des minimum et
maximum. Mats 1'allure generale de la courbe reste la meme. Ceci peut etre
interprete de deux fa9ons: 1) 1'adjonction du sel d'ammoniums pennet une
plus grande solubilisation du peptide et de la, une intensification du signal DC
2) la formation du complexe ne necessite pas de reorganisation drastique du
squelette peptidique, d'ou la conservation d'une allure de courbe similaire.
L'etude a temperature variable (Figure 75b) permet d'ecarter la
proposition 1). En effet, a mesure que la temperature augmente, nous notons
que F allure generale des courbes se rapproche de celles du peptide libre. Ceci
est revelateur cTun phenomene de decomplexation. Au contraire, un simple
effet de solubilisation aurait provoque une intensification des signaux a plus
haute temperature.
Dans ce cas encore, un abaissement de la temperature a 25 °C permet de
reformer Ie complexe original (Figure 75 c).
Le peptide 64 a done un comportement similaire a celui de son
homologue 63. Mais leur difference reside essentiellement dans Ie fait que Ie
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premier semble globalement preorganise pour la complexation de DA*2PFg,
alors que Ie dernier serait quant a lui predispose (99). Ces conclusions sont
appuyees par les etudes en RMN 1H qui revelaient une reorganisation mineure
de 64 lors de la formation du complexe, contrairement a 63 qui semblait
subir de profondes modifications conformationnelles.
3.4 Etudes des composes 65, 66, [([5»TA]-3PF(, et [j66*TA]*3PF6
3.4.1 Etude des peptides 65 et 6 6
Les resultats obtenus avec ces deux peptides sont tres similaires et out
done ete rapportes conjointement.
Les deux composes sont tres solubles dans Pacetonitrile et presentent des
courbes de DC possedant des mmima a 208 et 221 nm, ainsi qu'un maximum a
191 nm; ceci indique qu'ils sont majoritairement organises en helice a (46)
(Figures 76a et 77a). Le peptide 66 doit son caractere helicoi'dal plus
prononce, caracterise par des valeurs d'ellipticite plus importantes a 221 nm,
a sa plus gran de taille.
Si Ron chauffe les solutions, on assiste a une progressive desorganisation
des stmctires, comme il etait attendu (Figures 76b et 77b).
3.4.2 Etude des complexes [65-TA]-3PF6 et [^•TAj-SPFg
L'ajout d'un equivalent de sel TA'SPFg ne produit pas de changements
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Figure 79. Etude conformationnelle du complexe [6^'TA]*3PF(; par DC
Neanmoins, dans Ie cas de [(^•TA^SPFg, on peut observer une legere
augmentation d'intensite du minimum a 221 nm, par rapport a la courbe du
peptide libre, Ceci est revelateur cTune accentiiation du caractere helicoidal du
peptide (47). Nous noterons qu'en conformation d'helice a, 65 a ses trois
ethers-couronne globalement alignes, ce qui n'est pas Ie cas de 66 (Figure 80).
Ces resultats pourraient etre un indice d'une complexation du
triammonium impliquant les trois ethers-couronne dans Ie cas de 65. Ie
bloquant en conformation d'helice a.
Si cette preference conformationnelle est egalement vraie pour 66. nous
ne poumons avoir qu'une complexation partielle de 1'invite par seulement
deux ethers-couronne. Celle-ci pourrait egalement conduire a un blocage de la
conformation helicoidale.
a) b)
Figure 80. Schema representant la conformation d'helice a pour a) Ie
peptide 65 b) Ie peptide 66
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Dans ces deux cas egalement, Ie complexe se defait sous 1'action de la
chaleur (Figures 78b et 79b), puis se reforme spontanement une fois la
solution ramenee a 25 °C (Figures 78c et 79c).
3.5 Etudes du peptide 6_Z et du complexe [67»DA]«2PF^
Le peptide 67 presente une solubilite dans 1'acetonitrile superieure a celle
des deux precedents. De ce fait, nous pouvons exprimer les signaux de DC en
ellipticite molaire moyenne par residu (0, degre.centimetre-carre par
decimole), c'est a dire, en eliminant Ie facteur concentration: ceci fait que les
valeurs donnees sont mtrinseques au peptide.
La courbe DC du peptide 67 libre (Figure 8 la) presente un minimum a
211 nm. Ceci est peu compatible avec une structure d'helice a, mais plutot
indicatif d'une composante de feuillet P antiparallele (50). Pour Ie reste, nous
notons que lors de la formation du complexe ou lors des experiences a
temperature variable, son comportement est tres similaire a celui du peptide
63 (Figure 81b et 82). Ceci est logique vu que pour ces deux peptides, la
distance entre les ethers-couronne est la meme et qu'aucun des deux n'est
preorganise pour la complexation.
Nous pouvons done en deduire que si la nature du squelette peptidique
semble avoir une legere influence sur la conformation adoptee par Ie peptide
libre, cela ne semble pas etre Ie cas une fois Ie complexe forme. Get element
pourrait etre un indice de la possibilite d'induire un controle conformationnel
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Figure 82. Etude conform ationnel Ie du complexe [6_7'DA]'2PF6 par DC
3.6 Etudes du peptide 68 et du complexe [j^S-DAj-ZPFg
3.6.1 Etude du peptide 68
Ce peptide est tres soluble dans 1'acetonitrile. Son etude en
spectropolarimetrie DC conduit aux courbes de la Figure 83.
La conformation adoptee par Ie peptide libre semble nettement differente
de celle des trois precedents. Les deux minima a 199 et 229 nm, assortis
d'aucun signal DC positif dans la gamme de longueurs d'onde etudiee. Ie
differencient nettement de ses homologues. La presence d'un residu proline an
centre du peptide devrait avoir comme influence d'ori enter celui-ci vers une
conformation de tournant P (46). Pourtant Ie type de courbe obtenu est
parfois associe a la structure desorganisee de certaines proteines, comme la
papai'ne (49). Lorsqu'on observe la conformation adoptee par son homologue
67 (Figure 8 la), qui differe seulement par un acide amine, on constate que ce
type de peptide aurait plutot tendance a s'orienter vers une structure en
feuillet P. Nous pouvons en deduire que la seule proline empeche Ie peptide
68 d'adopter cette conformation, et Ie contraint a s'organiser de fa^on
intermediaire entre un tournant P non favorise et une structure aleatoire.
Lors de 1'etude a temperature variable (Figure 8 3 b), nous notons une
diminution d'intensite du minimum a 199 run. Or, c'est une augmentation qui
serait attendue si la conformation du peptide voyait s'accroitre son caractere
aleatoire. Nous pouvons en conclure que Ie peptide 68 adopte, a 25 °C, une
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Figure 84. Etude conformationnelle du complexe [6^'DA]'2PF6 par DC
3.6.2 Etude du complexe [^-DAJ^PFg
Apres ajout d'un equivalent de DA»2PFg, nous reprenons les etudes DC.
A 25 °C, Ie complexe conduit a la courbe reproduite a la Figure 84a. C'est
encore une fois une courbe caracteristique d'un tournant P. Mais,
contrairement a celles obtenues avec les peptides 63 et 67. celle-ci n'est pas
alteree par la depression dans la gamme de longueurs d'onde comprise entre
210 et 220 nm. La presence de la proline facilite peut-etre Fadoption de cette
conformation necessaire a nos peptides de 7 acides amines pour former Ie
complexe. Malgre tout, 11 semble se confirmer que la nature du peptide
n'influence pas la structure du complexe, puisque trois peptides qui adoptent
des conformations differentes en solution conduisent a des complexes
organises de fa^on tres similaire.
Lorsque 1'on chauffe (Figure 84b), la superposition des courbes de DC a
differentes temperatures presente deux points isosbestiques bien definis sitiies
a 198 et 226 nm. Ceci caracterise la presence de seulement deux especes en
equilibre dans la solution: une correspondant au complexe [68*DA]»2PFg.
1'autre au peptide libre. Autrement dit, nous obtenons la la preuve de
1'organisation rigoureuse a la fois du peptide complexe, mats egalement du
pep tide libre.
Le residu proline semble conferer une rigidite accrue au peptide 6J|, en
comparaison de ses homologues 63 et 67. et semble Ie contraindre a une sorte
de « tout ou rien » en presence de Pinvite: une forme complexee organisee
ou une forme libre egalement organisee.
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Encore une fois, si 1'on refroidit a 25 °C la solution de complexe
prealablement chauffee a 75 °C (Figure 84c), nous obtenons une courbe
strictement superposable a la courbe initiale a 25 °C. Ceci atteste de la re-
formation spontanee et tres rapide du complexe.
Nous resumons dans Ie Tableau 10 les interpretations tirees des donnees
obtenues par DC. Celles-ci sont accompagnees des precautions d'usage a
Fendroit du DC qui reste une technique donnant des informations d'un point
de vue macroscopique, done pas total ement irrefutables.
Tableau 10. Structures secondaires des peptides et des complexes estimees































































Les resultats obtenus lors des eludes de DC sont riches en informations.
Les 4 peptides a deux ethers-couronne, quelle que soit 1'organisation du
peptide libre, forment des complexes en presence du sel DA'2PFg. Parmi ces
peptides, nous pouvons distinguer les trois heptameres 63. 6Z et 6.8 qui
subissent une profonde reorganisation lors de la formation du complexe.
Celle-ci les conduit vers une structure similaire de toumant P. Au contraire,
Poctamere 64. preorganise pour la complexation en structure helicoi'dale, ne
presente pas de signe de changement conformationnel majeur lorsque mis en
presence du sel d'ammoniums. Dans tous les cas, la forme complexee semble
adopter une conformation precise. La complexite des spectres RMN observee
en 2.3 serait plus probablement due a un melange de differentes especes
chimiques (peptide libre + atropisomeres du complexe) qu'a un equilibre
conformationnel.
Le fait que la structure de tournant P soit imposee aux heptapeptides 6^,
6Z et 68 est indicatif de la stabilisation que produit la complexation, puisque
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ceux-ci adoptent d'autres conformations sous forme libre. Le phenomene de
complexation pament a compenser Ie cout energetique lie a la reorganisation
et a la rigidification du squelette peptidique. Cette complexation se produit
spontanement a 25 °C, quelle que soit la temperature initiale de la solution,
indiquant que les complexes sont formes sous un controle thermodynamique.
Stoddart et al. (100) rapportent que ceci est la regle generale dans Ie cas de la
formation de pseudorotaxanes. De plus, la modification conformationnelle
constitue la preuve irrefutable d'une complexation impliquant les deux ethers-
couronne.
II est plus difficile de tirer des conclusions dans Ie cas des peptides a trois
ethers-couronne. 65, presente une organisation prefer entielle en helice a qui
lui permet d'align er les ethers-couronne dans Fespace. Ceci rend possible la
triple complexation du sel TA'SPFg. Et nous observons effectivement une
augmentation, quoique legere, du caractere helicoi'dal du peptide en presence
de 1'invite. Mais des complexes se forment egalement dans Ie cas de 66 (cf.
2.2) bien que sous sa conformation preferentielle d'helice a, il apparaisse
impossible au peptide cTimpliquer ses trois couronnes dans Ie processus de
complexation (Figure 80). II reste encore des points a eclaircir dans ces deux
derniers cas.
Neanmoins, nous noterons que les resultats de DC semblent appuyer ceux
obtenus en RMN. En effet, les peptides qui presentent en DC les plus
importantes reorganisations stmcturales etaient egalement ceux qui subissaient
les modifications spectrales les plus spectaculaires en RMN.
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CHAPITRE 4
MESURE DES CONSTANTES D'ASSOCIATION
4.1 Preambule
La formation d'un complexe dans des conditions d'equilibre implique
F existence d'une constante d'association, notee K^ (Equation 3), que nous nous
proposons de mesurer. Notre but n'est pas tant de connaitre la valeur en elle
meme, que de la comparer a d'autres.
K,
A+B 4 ^ AB K,=[AB]/[A]-[B] (3)
Au vu des resultats detailles dans les chapitres precedents, nous avons
decide de limiter ces etudes aux 4 peptides a deux couronnes 63. 64. 67 et
68. Nous pouvons resumer nos objectifs de la fa9on suivante. 1) Un de ces
peptides s'avere-t-il un bien meilleur hote que les autres ? 2) Aura-t-il une
preference pour un diammonium secondaire polybenzylique par rapport a un
homologue primaire aliphatique ? 3) En beneficiant d'un effet de
cooperativite, les constantes d'association mesurees seront-elles bien
superieures a celles obtenues avec DB24C8 « libre » par Ie groupe de
Stoddart ?
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Ces derniers utilisaient la RMN pour determiner leurs K^. Ceci est
impossible dans notre cas, viie la complexite des spectres.
Void comment nous avons tache de repondre a ces interrogations.
4.2 Mesure des constantes d'association par la methode
d'extraction des picrates











Figure 85. Representation schematique de la methode d'extraction des picrates
La methode de mesure des K^ par extraction des picrates a ete decrite par
Pedersen (101), puts subsequemment amelioree par Cram (102).
Elle consiste a agiter un melange biphasique constitue par une solution
aqueuse de picrate cTammonium et par une solution de 1'hote H dans un
solvant halogene (Figure 85). A 1'equilibre, nous pouvons determiner la
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constante d'extraction (KJ par simple dosage de la concentration d'ions
picrate dans la phase organique (Equation 4).
K.
RR'NH/ („„ + Pic- (.,, + H ,„„ , [RR'NH,+.Pic-.H] ^, (4)
En P absence de 1'hote, tres peu de sel picrate diffuse dans la phase
organique. Ce processus de diffusion est exprime par la constante de
distribution (K^) (Equation 5).
K,
RR'NH/ (.„ + Pic- („, , [RR'NH/.Pic-] ^, (5)
En presence de Phote, celui-ci complexe les ammoniums et entraine par
la meme les contre-ions picrate dans la phase organique. Une simple lecture
cTabsorbance permet de determiner la concentration de ceux-ci dans la phase
organique, a 1'equilibre. On peut ainsi en deduire les valeurs de Kg et K^.
4.2.2 Calcul des constantes d'association
En theorie, la valeur de K^ est calculee par Ie rapport: K^ = K^/K^. Mats
en pratique, la constante d5 association est estimee a partir des Equations 6 et
7.
R*
K. = — (6)K,.(I-R*).{[RR'NH/](.,, - R*-[H]^.(V^,/V(.,,)}2
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avec R* = [RR'NH/](,,, / [H]^,, = A / (2.s.l.[H]^,) (7)
Et ou: K^ est la constante d'association (exprimee en M )
R* est Ie rapport molaire de Fammomum par rapport au ligand
dans la phase organique, a Pequilibre (sans dimension)
K^ est la constante de distribution. Elle est estimee a I M , valeur
consideree comme optimale (103)
[RR'NH^ ](aq.) est la concentration initiale en ammonium dans la
phase aqueuse (M)
[H](org.) est la concentration initiale d'hote (peptide) dans la phase
organique (M)
V est Ie volume de la phase (L)
A est Fabsorbance mesuree pour la phase organique a ^ = 375 nm
(^^ de V ion picrate)
1 est la longueur du chemin optique (1 cm)
s est Ie coefficient d'extinction molaire de 1'ion picrate (s^ =
17400 M-1.cm-1) (103).
4.3 Mesure des constantes d? association impliquant les peptides-
holes a 2 ethers-couronne
4.3.1 Objectif
Nous nous proposons de mesurer les K^ associees aux complexes formes
entre les peptides 63. 6^, 6_7 et 68 d'une part, et Ie dipicrate de la diamine 82
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(DA*2Pic, 90\ c'est a dire 1'homologue de DA^PFg. Nous mesurerons
egalement les K^ impliquant les memes peptides et Ie dipicrate de la 1,6-
hexanediamine (Hex*2Pic, 9J.), c'est a dire un diammonium aliphatique
pnmaire.
4.3.2 Conditions experimentales
Nos conditions sont adaptees de celles utilisees par Nolte et al. (104),
Nous preparons des solutions aqueuses des deux picrates cTammoniums, que
nous dosons par absorbance visible a 375 nm. DA'2Pic est tres peu soluble
dans 1'eau et une solution satiree de ce sel est dosee a 1.34 10 M de picrates.
Nous noterons que ce sont les picrates qui sont doses au cours de 1' experience,
mats que la concentration effective en invite est deux fois moindre.
400 (JL de ces solutions sont agites vigoureusement en presence de 400 pL
de solution de peptide a 1 mM dans Ie chloroforme. Les melanges sont ensuite
centrifuges, puts un aliquot de phase orgaaique est preleve et sa teneur en
picrates est dosee. Chaque experience est reproduite 3 fois et chaque lecture
d'absorbance esteffectuee 5 fois. Une experience de controle est effectuee en
utilisant 400 |LLL de solution de picrates et 400 |LiL de chloroforme. La valeur
de Pabsorbance dosee dans ce cas est soustraite de celle dosee lors des essais.
Les valeurs de K^ out ete calculees en considerant la formation de
complexes 1:1. Malgre cela, nous avons effectue des essais sur BOC-BEC-
OMe 80. a une concentration de 2 mM.
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4.3.3 Resultats
Les resultats obtenus ont ete consignes dans Ie Tableau 11. Nous
signal erons tout d'abord que vues les valeurs relativement basses des K^
determinees, la marge d'erreur est assez importante, cette technique de
mesure etant principal ement rapportee pour des K^ de Fordre de 10 M
(89c). De plus, la faible concentration de la solution-mere de DA'2Pic ajoute
encore a cette incertitude. Nous noterons enfin que les valeurs rapportees dans
Ie cas du peptide 67 sont peut-etre surestimees du fait de la forte emulsion qui
se produit lors de 1'agitation, que meme la centrifugation ne pouvait briser
que difficilement.






































La lecture de ces resultats permet de faire immediatement deux
constatations: 1) tous les peptides presentent des constaates d'association de 20
a 35 fois superieures avec DA'2Pic qu'avec Hex*2Pic. 2) Les peptides
presentent des valeurs de K^ similaires avec chaque invite, a 1'exception de 67.
De plus. Ie monomere ether-couronne n'extrait aucun des deux picrates.
Certes, la formation de complexes 2:1 dans son cas prohibait Ie calcul de K^
mats P on etait neamnoins en droit de s'attendre a un certain niveau
d'extract on.
Meme si Ie contre-ion est different, ainsi que les methodes de
determination, on peut etre tente de comparer Ie K^ obtenu pour Ie moins bon
ligand du diammonium DA'2Pic (440000 M ) avec Ie meilleur rapporte par
Stoddart et al. (27000 M-1) (88a) dans Ie cas du complexe DB24C8-
hexafluorophosphate de dibenzylammonium 73 (Figure 56). Cependant, dans
ce dernier cas, les valeurs de K^ ont ete determinees par RMN, en raison de la
moindre complexite des spectres, et sont apriori beaucoup plus fiables.
4.4 Conclusion
Au dela des valeurs absolues des constantes d'association (puisque nous
avons change de contre-ion par rapport aux chapitres 2 et 3), nous prefer ons
retenir trois eclaircissements apportes par cette serie d5 experiences:
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1) La preuve supplementaire de 1'effet de cooperativite dont
beneficient les peptides dans la complexation de leur invite, par rapport au
monomere BOC-BEC-OMe.
2) La similarite de la valeur des K^ quel que soit Ie peptide
implique, done la faible influence du squelette peptidique. Une exception est
peut-etre Ie peptide 67. qui semble egalement Ie moms organise des quatre
sons sa forme libre. II serait done celui qui prendrait Ie plus facilement la
conformation necessaire a la complexation, soit Ie tournant R dans son cas.
Dans Ie cas du peptide 64. sa preorganisation pour la complexation serait
contrebalancee par une distance plus importante, et plus prohibitive, entre les
ethers-couronne.
3) Enfin, et peut-etre Ie plus important, tous les hotes complexent
mieux un diammonium secondaire polybenzylique (DA*2Pic) qu'un primaire
aliphatique (Hex«2Pic). Certes, les ethers-couronne de grande taille sont
reconnus pour etre de mauvais ligands pour les ammoniums primaires (105);
mais comment expliquer alors que nous observions la complexation
d'ammoniums secondaires encombres par nos peptides ? La seule fa9on
semble etre que ce type d'invite permet la formation de pseudorotaxanes




En mettant en commun I5 ensemble des informations obtenues lors de nos
differentes experiences, nous pouvons conclure en disant que nous avons
reussi a former des [2]pseudorotaxanes peptidiques; et ce, au moins dans Ie cas
des peptides a 2 ethers-couronne.
Certes, nos tentatives de cristallisation des complexes sont restees vaines.
Et 11 est clair que Pobtention d'une structure cristalline resterait la meilleure
preuve de succes. Neanmoins, les analogies flagrantes entre nos resultats en
RMN et spectrometrie de masse, et les travaux de Stoddart et al. ne laissent.
pas planer beaucoup de doute.
De plus, les etudes de DC ont appuye nos conclusions, en demontrant les
changements conformationnels drastiques subis par les peptides en presence de
1'invite. La conformation adoptee par Ie squelette de 1'hote complexe semble
relativement rigide. La formation du pseudorotaxane apparaissant des lors
comme un moyen de figer un court peptide dans une structure organisee
precise, independamment de la composition de ce peptide.
Le fait de n'avoir obtenu que des indices de succes dans Ie cas des
peptides a 3 ethers-couronne tendrait a conforter une ebauche de conclusion
enoncee apres nos mesures de K^: une preorganisation presente dans Ie peptide
libre serait defavorable a la complexation. Cette preorganisation etait evidente
dans Ie cas des peptides a trois couronnes. Elle existait a Fetat d'ebauche dans
les polyleucines a 2 couronnes. Et Ie fait de 1'existence d'un niveau superieur
de rigidite dans Ie peptide 68 a fait naturellement de 67 Ie meilleur hote dans
171
la complexation de DA'2PFg. Cependant, les differences de K^ restent
suffisamment faibles pour confirmer que la nature du squelette peptidique a
relativement peu d'influence sur la formation du pseudorotaxane. Ceci
demeurant vrai tant que la stabilisation produite par la complexation peut
compenser Ie cout energetique lie a 1'organisation ou la reorganisation du
peptide.
Nos projets futurs pourraient viser a obtenir des peptides de niveau
superieur, comportant plusieurs couronnes. De plus, nous envisageons de faire
tendre nos composes vers une structure de rotaxane, en utilisant, par exemple,
un invite modifiable chimiquement, de fa^on a Ie fixer a Finterieur du.
peptide-hote une fois produite la complexation. Nous esperonsainsi obtenir des
especes plus cristallogenes ou, pour Ie moins, de faciliter les etudes
conformationnelles par RMN en permettant 1'observation d'une seule espece
chimique.
Au cours de ce projet, nous avons mis en evidence la possibilite d'exercer
un controle sur la conformation d'un petit peptide par des moyens
relativement simples, et de fa9on reversible. Ceci pourrait etre tres interessant
vu la propension que possedent ces composes a adopter des structures
aleatoires en solution. Or, certains courts peptides possedent des proprietes de
messager chimique, impliquant qu'ils adoptent une conform ation tres precise.
Trouver une vote pour imposer a certains peptides biomimetiques une
structure non favorisee, par la simple addition d'un invite bien defini,
ouvrirait des perspectives interessantes, tant au niveau de la comprehension de




Dans les deux parties de ce travail, nous avons essaye de mettre en
evidence Ie potentiel et la polyvalence des polypeptides, que ce soit dans Ie
domaine de la synthese de composes a Fechelle du nanometre ou dans celui de
la supramolecularite. Bien qu'il reste beaucoup de travail a faire dans Ie
domaine, nous avons tente d'obtenir une activite ou des proprietes associes a
nos composes, par Ie controle de leur conformation en solution. Ce controle
conformationnel a soit ete prevu de par la nature chimique de la molecule-
cible (helice a du modele de canal ionique) ou impose au peptide dans Ie cours
de sa fonction (toumant P des pseudorotaxanes).
Dans ces deux projets, nous avons non seulement vise la preparation de
composes chimiquement bien definis mats, egalement, la creation d'une.
fonction. L'obser^ation de I'efficacite de nos molecules constituait en fait la
composante essentielle du travail et, c'etait bien la que reposait la plus grande
partie du defi qu'il constituait. Ces fonctions ont ete obtenues, meme si elles
furent part, difficiles a observer.
A une epoque ou les mots « biosenseur » ou « machine moleculaire »
sont plus frequemment employes en chimie, nous pensons avoir produit deux
modes cTapproche possible de ces cibles, les pseudorotaxanes presentant un
potentiel interessant pour la preparation de systemes logiques au niveau
moleculaire ou 1'efficacite des ionophores.
Bien sur, il nous reste beaucoup d5 ameli orations a apporter a nos
composes en termes d'efficacite ou de selectivite. Neanmoms, nous pensons
avoir reussi a tirer profit des qualites intrinseques des peptides en terme de
chiralite ou de prevision conform ationnelle. Ces proprietes en out fait des





Les solvants et reactifs utilises pour les reactions ont ete traites ou
purifies de la fa9on suivante:
- Dichloromethane (DCM), distille
- Dimethylformamide (DMF), degaze a 1'azote
- Eau, distillee, deionisee et filtree sur membrane 0.45 p.m
- Tetrahydrofurane (THF), distille
- Hexanes, distille
- ^-Propylamine, distillee
et les autres solvants utilises directement:
- Methaaol, qualite spectroscopie (Omnisolv , EM Science)
- Acetonitrile, qualite spectroscopie (Optima, Fisher)
- Ether, reactif ACS (ACP)
- Chloroforme, qualite spectroscopie (assured®, BDH)
- Dioxane, reactif ACS (Aldrich)
- 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE), qualite RMN (Aldrich)
- 1,2-Dichloroethane (DCE), qualite HPLC (Aldrich)
Les spectres de resonance magnetique (RMN) du proton et du carbone
ont ete enregistres avec des appareils Varian XL-200 et Bruker WM-300 ou
AMX2-500. Les deplacements chimiques sont rapportes en partie par million
(ppm). Le standard interne est Ie pic residuel du solvant. Les abreviations
suivantes ont ete utilisees dans 1'interpretation des spectres:
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- dd: doublet de doublet
- m: multiplet ou massif
Les indices de rotation ont ete mesures a temperature de la piece a 1'aide
d'un spectropolarimetre Jasco DIP-360, en utilisant une cellule de quartz
possedant un chemin optique de 10 cm. Les spectres de masse (SM) ont ete
enregistres sur un spectrometre VG Autospec Q (FAB, Centre Regional de
Spectrometrie de Masse, Universite de Montreal) ou Perkin Elmer API-III
triple quadripole (ES, University of Toronto). Les mesures
spectrophotometriques ont ete realisees sur un spectrophotometre UV-visible
Hewlett-packard HP 8450-A et un spectrophotometre infrarouge FT-IR
Nicolet Magna-IR 550. Les points de fusion ont ete mesures sur un appareil
Gallenkamp et n'out pas ete corn ges.
Les etudes de dichroisme circulaire ont ete realisees a 1'aide d'un
spectropolarimetre Jasco J-710, en utilisant des cellules cylindriques en quartz
possedant des chemins optiques variant de 0.01 a 0.1 cm.
Les dosages analytiques et les purifications de peptides out ete effectuees
sur un appareil de chromatographie liquide a haute performance (HPLC)
Hewlett Packard HP 1050, muni d'un detecteur spectrophotometrique a diodes
en reseau, a Paide de colonnes a phase inversee Vydac (C-18 analytique 0.46
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cm x 25 cm ou C-18 semi-preparative 2.5 cm x 25 cm). Tous les eluants ont
ete additionnes de 0,1 % d'acide trifluoroacetique. Les tests HPLC analytiques
ont ete realises au debit de 1 mL/min, avec les gradients d'eluants suivants:
(A) MeCN-eau 50:50 (2 min) - 100:0 (45 min) (B) MeCN-f-propanol-eau
33:17:50 (2 min) - 67:33:0 (45 min) (C) MeCN-f-propanol-eau 60:30:10 (2
mm) - 67:33:0 (30 min) (D) MeCN-eau 10:90 (2 min) - 100:0 (45 min) (E)
MeCN-f-propanol-eau 67.5:22.5:0 (2 min) - 75:25:0 (45 mm) (F) MeCN-/-
propanol-eau 60:20:0 (2 min) - 75:25:0 (45 min) (G) MeCN-/-propanol-eau
53:27:20 (2 min) - 67:33:0 (45 min) (H) MeCN^-propanol-eau 40:20:40 (2
min) - 67:33:0 (30 min).
Les chromatographies-eclair sur colorme out ete realisees en utilisant un
gel de sit ice de maille 230-400 (Silicycle) comme adsorbant et une pression
positive d'azote. Les chromatographies sur couche mince (CCM) ont ete
effectuees sur des plaques de gel de silice de 0.25 mm d'epaisseur (Merck 60
F254). Les composes out ete detectes apres exposition a la lumiere ultraviolette
ou aux revelateurs suivants: ninhydrine, acide phosphomolybdique ou nitrate
d'ammonium cerique. Les eluants suivants ont ete utilises: (A) DCM (B)
DCM-MeOH 9:1 (C) DCM-MeOH 8:2 (D) hexanes-acetone 3:1 (E) hexanes-
acetone 3:2 (F) chloroforme-MeOH-acide acetique 6:3:1.
Les mesures de conductivite monomoleculaire ont ete realisees a I5 aide
cTun appareillage « patch-clamp » Axopatch ID (Axon Instruments) et les
donnees ont ete analysees a 1'aide du logiciel Synapse (Synergistic Research
Systems) sur un ordinateur Macintosh.
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Les acides amines ont ete achetes chez Advanced Chemtech et les lipides
chez Avanti Lipids. Tous les autres produits chimiques ont ete fournis par
Aldrich.
Les autres abreviations utilisees sont:








- litt: selon la litterature
- M : ion moleculaire
- mm: minute
- mol: mole
- Pf: point de fusion
- Rdt: rendement
- Rf: rapport frontal
- R^: temps de retention
- s: seconde
- TP: temperature de la piece
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2. SYNTHESES
2.1 SYNTHESES EN SOLUTION
l,17-Dibromo-3,6,9,12,15-pentaoxaheptadecane (15).
Nous suspendons de la triphenylphosphine (92.9 g, 354 mmol) dans de
Facetonitrile (400 mL), sous atmosphere inerte, et amenons la suspension a 0
°C. Nous additionnons a la goutte, sur une periode de 45 min, du brome (56.6
g, 354 mmol). Nous ajoutons a la goutte de Phexaethylene glycol(50.0 g, 177
mmol) dissous dans de Pacetomtrile (60 mL). Apres 48 h, Ie precipite blanc
est filtre. Nous evaporons Ie filtrat a sec pour obtenir un residu pateux jaune-
orange. Celui-ci est extrait plusieurs fois par 1'hexane. Apres evaporation du
solvant sous vide, nous recueillons Ie produit (15) desire sous forme d'huile
limpide et incolore (60.5 g, Rdt = 84 %). SM (ES): m/z 409 = (M + H)+, 426
= (M + NH4)+; RMN 1H (300 MHz, CDCy: 5 3.80 (t, J= 6.4 Hz, 4H, O-CH^-
CH,-Br), 3.65 (m, 16H, O-CH^-CH^-O), 3.46 (t, J= 6.4 Hz, 4H, O-CH.-CH^-
Br),
l,ll-Dibromo-3,6,9-trioxaundecane (37).
Nous utilisons Ie protocole de synthese du compose (15), avec les
quantites suivantes:
- triphenylphosphine (108.1 g, 412 mmol)
180
- brome (65.8 g, 412 mmol)
- tetraethylene glycol (40.0 g, 206 mmol)
- acetonitrile (500 mL + 70 mL).
Nous recueillons Ie compose (37) desire sous la forme d'une huile
limpide et incolore (63.9 g, Rdt = 97 %). SM (ES): m/z 321 = (M + H)+, 338
= (M + NHJ+; RMN 1H (300 MHz, CDCy: 5 3.79 (t, J= 6.4 Hz, 4H, O-CH^-
CH^-Br), 3.65 (m, 8H, O-CH^-CH^-O), 3.45 (t, J= 6.4 Hz, 4H, O-CH^-CH^-
Br).
Chlorhydrate de Fester methylique de la 3-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-L-alanine (38) (37a)
Dans du methanol (600 mL), partiellement seche sur MgS04 anhydre,
nous additionnons a la goutte du chlorure de thionyle (125 mL, 1.71 mol), a 0
°C, sur une periode d'l h. De la L-DOPA (60.0 g, 304 mmol) est ajoutee par
petites fractions dans la solution. Le melange, protege par un tube a CaCl^, est
ramene a TP. Apres 48 h, Ie solvant est evapore sous vide. Le residu est
triture a 1'ether anhydre pendant 12 h. Nous filtrons Ie precipite pour obtenir
Fester (38) sous forme d'une poudre tres blanche (73.7 g, Rdt = 98 %). P^
exp = 172-173 °C; Pf Utt = 172-174 °C (37a); CCM: (F) R^ = 0.42; [a]^ exp =
+7.4° (c = 1, MeOH); [a]^ litt = +7.8 ° (c = 1, MeOH) (37a); SM (FAB): m/z
211 = (M - HC1)+; RMN 1H (300 MHz, DMSO-Dg): § 8.94 (s, 1H, HO-Ph),
8.91 (s, 1H, HO-Ph), 8.43 (m, 3H, NH3+), 6.66 (d, J= 7.9 Hz, 1H, H5 Ar),
6.57 (d, J= 2.1 Hz, 1H, H2 Ar), 6.42 (dd, 3J= 7.9 Hz, V= 2.1 Hz, 1H, H6
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Ar), 4.14 (t, J= 6.7 Hz, 1H, CaH), 3.69 (s, 3H, CH3), 2.92 (m, 2H, CpH^);
RMN13C(50 MHz, DMSO-Dg): § 169.3, 145.2, 144.5, 124,6, 120.0, 116.6,
115.7, 53.4, 52.5, 35.2.
Ester methylique de la A7-^-Butyloxycarbonyl-3-(3,4-
dihydroxyphenyl)-L-alanine (37a)
BOC-L-DOPA-OMe (17).
Nous mettons (38) (73.5 g, 297 mmol) en suspension dans du THF
anhydre (400 mL) a 0 °C, sous atmosphere inerte. Nous ajoutons de la DIEA
(51.7 mL, 297 mmol) sur une periode de 10 min. Puis, nous additionnons du
di-^-butyldicarbonate (64.8 g, 297 mmol) dissous dans du THF anhydre (200
mL), a la goutte, sur une periode de 45 min. Nous amenons a TP et
protegeons la solution par un tube a CaC^. Apres 24 h. Ie solvant est evapore
sous vide pour donner une huile mauve. Celle-ci est reprise par du DCM (300
mL) et lavee par HC1 0.5 N (2 x 300 mL), NaHC03 sature (300 mL) et de la
saumure (300 mL). La phase organique est sechee sur MgS04 anhydre et Ie
solvant est evapore sous vide. Le residu est triture a 1'ether anhydre pendant
12 h. Nous filtrons Ie precipite pour obtenir la BOC-L-DOPA-OMe (17).
sous la forme d'une poudre tres blanche (74.8 g, Rdt = 81 %). P^ exp = 135-
136 °C; Pflitt = 133-135 °C (37a); CCM: (B) R,= 0.59; [a^ exp = +6.3° (c =
1, MeOH); [aL litt = +7.6° (c = 1.2, MeOH) (37a); SM (FAB): m/z 311 = M+;
RMN 1H (300 MHz, DMSO-Dg): § 8.74 (s, 1H, HO-Ph), 8.69 (s, 1H, HO-Ph),
7.16 (d, J= 7.9 Hz, 1H, NH), 6.60 (d, J= 8.0 Hz, 1H, H5 Ar), 6.57 (d, J=
2.0 Hz, 1H, H2 Ar), 6.43 (dd, 3J= 8.0 Hz, V = 2.0 Hz, 1H, H6 Ar), 4.02 (m,
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1H, CaH), 3.58 (s, 3H, 0-CH3), 2.70 (m, 2H, CpH^), 1.33 (s, 9H, H t-Bu);
RMN 13C (50 MHz, DMSO-Dg): § 172.7, 155.3, 144.8, 143.8, 128.1, 119.7,
116,3, 115.2, 78,2, 55.6, 51.6, 35.9, 28.0.
Ester methylique de la A^-^-Butyloxycarbonyl-3-(3,4-(21-
couronne-7)-phenyl)-L-alanine
BOC-ECV-OMe (18)
Sous atmosphere inerte, nous dissolvons de la BOC-L-DOPA-OMe (17)
(25.0 g, 80.3 mmol) dans du DMF (800 mL) degaze et seche sur KOH. Nous
ajoutons du carbonate de cesium anhydre (26.2 g, 80.4 mmol). Nous agitons a
50 °C pendant 2 h. Puis, nous additionnons Ie dibromure (15) (32.8 g, 80.4
mmol) dissous dans du DMF degaze et sec (200 mL), a la goutte, sur une
periode de 2 h. La suspension est agitee pendant 72 h en maintenant la
temperature a 50 °C. Par la suite. Ie DMF est evapore sous vide pousse. Le
residu tres bmn est repris par du DCM (200 mL) et lave a la NaOH 1 N (2 x
200 mL) et a la saumure (200 mL). La phase organique est sechee sur MgS04
anhydre et Ie solvant est evapore sous vide. L'huile tres brune obtenue est
purifiee par chromatographie-eclair sur colonne (gel de silice, gradient de
methanol 2-6 % dans Ie DCM) pour donner une huile brune. Le compose
(18) desire est precipite sous forme de poudre beige par trituration dans un
melange ether-hexanes (20.5 g, Rdt = 46 %). P^ exp = 60-63 °C; CCM: (B) R^
= 0.58; [ajo exp = +4.8° (c = 1, MeOH); SM (FAB): m/z 557 = M+; RMN 1H
(300 MHz, DMSO-D^): 5 7.24 (d, J= 8.0 Hz, 1H, NH), 6.84-6.82 (m, 2H, H2
et H5 Ar), 6.69 (dd, 3J== 8.1 Hz, V= 1.3 Hz, 1H, H6 Ar), 4.11 (m, 1H, CaH),
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4.06-4.01 (m, 4H, CH^-OPh), 3,75-3,70 (m, 4H, CH^-CH^-OPh), 3.60-3.53
(m, 16H, CH^-O), 3.50 (s, 3H, 0-CH3), 2.92-2.70 (m, 2H, CpH^), 1.32 (s, 9H,
H ^-Bu); RMN 13C (75 MHz, CDC^): § 172.2, 154.9, 148.7, 147.9, 128.9,
121.9, 115.2, 114.1, 79.8, 71.0, 70.9, 70.4, 69.6, 69.6, 69.1, 54.3, 52.0, 37.6,
28.2.
Ester methylique de la A^-^-Butyloxycarbonyl-3-(3,4-(15-
couronne-5)-phenyl)-L-alanine
BOC-ECQ-OMe (39)
Nous utilisons Ie protocole de synthese du compose (18), avec les
quantites suivantes:
- BOC-L-DOPA-OMe (17) (29.8 g, 95.7 mmol)
- carbonate de cesium anhydre (31.2 g, 95.8 mmol)
- dibromure (37) (30.7 g, 95.8 mmol)
- DMF (1200 mL + 200 mL).
Nous recueillons Ie compose (39) desire sous la forme d'une huile
limpide jaune (m = 34.2 g). Cette huile, que nous ne par^enons pas a
precipiter, sera utilisee telle quelle. CCM: (B) R{= 0.48; [a]o exp = +4.1° (c =
1, MeOH); RMN 1H (300 MHz, CDCy: § 6.77 (d, J= 8.6 Hz, 1H, H5 Ar),
6.65-6.62 (m, 2H, H2 et H6 Ar), 4.96 (m, 1H, NH), 4.50 (m, 1H, CaH),
4.11-4.08 (m, 4H, CH^-OPh), 3.90-3.87 (m, 4H, CH^-CH^-OPh), 3.76-3.74





Nous dissolvons du BOC-ECV-OMe (18) (20.4 g, 36.6 mmol) dans du
methanol (50 mL). Nous amenons a 0 °C et additionnons de la NaOH 1 N.
Nous remettons a TP et agitons pendant 3 h. La solution est alors amenee a pH
= 2-3 par du HC1 1 N puis. Ie methanol est evapore sous vide. La suspension
resultante est extraite au DCM (3 x 200 mL). La phase organ! que est lavee a
la saumure, sechee sur MgS04 anhydre et Ie solvant est evapore sous vide
pour donner un solide dore mousseux. Le compose (14) desire est precipite
sous forme de poudre jaune pale par trituration dans un melange methanol-
ether-hexanes (17.6 g, Rdt = 88 %). P^ exp = 62-65 °C; CCM (F) R^ = 0.78;
[aL exp = +12.1° (c = 1, MeOH); SM (FAB): m/z 543 = M+; RMN 1H (300
MHz, CDCy: § 6.81 (d, J= 7.5 Hz, 1H, H5 Ar), 6.77 (d, J= 1.9 Hz, 1H, H2
Ar), 6.72 (dd, V= 7.5 Hz, V= 1.9 Hz, 1H, H6 Ar), 5.01 (m, 1H, NH), 4.51
(m, 1H, CaH), 4.19-4.15 (m, 4H, CH^-OPh), 3.90-3.87 (m, 4H, CH^-CH^-
OPh), 3.79-3.62 (m, 16H, CH^-O), 3.06-3.04 (m, 2H, CpH^), 1.43 (s, 9H, H t-
Bu); RMN 13C (75 MHz, CDCy: § 174.0, 155.2, 148.5, 147.7, 129.2, 122.1,




Nous utilisons Ie protocole de synthese du compose (14), avec les
quantites suivantes:
- BOC-ECQ-OMe (39) (34.0 g)
- methanol (80 mL))
-NaOH 1 N(lOOmL)
Le compose (19) desire est precipite sous forme de poudre jaune pale
par trituration dans un melange methanol-ether-hexanes (16.7 g, Rdt = 38 %
pour les 2 etapes). P^ exp = 72-74 °C; CCM (F) R^ = 0.65; [a]o exp = +20.5°
(c = 1.5, MeOH); SM (ES): m/z 455 = M+; RMN 1H (300 MHz, CDCy: §
6.78 (d, J= 8.6. Hz, 1H, H5 Ar), 6.72-6.69 (m, 2H, H2 et H6 Ar), 5.01 (m,
1H, NH), 4.51 (m, 1H, CaH), 4.12-4.09 (m, 4H, CH^-OPh), 3.91-3.87 (m,
4H, CH^-CH^-OPh), 3.77-3.74 (m, 8H, CH^-O), 3.04-3.02 (m, 2H, CpH^),
1.42 (s, 9H, H t-Bu); RMN 13C (50 MHz, CDCy: § 174.4, 155.3, 148.5,
147.6, 129.4, 122.2, 114.9, 113.8, 79.9, 70.5, 70.1, 69.2, 68.6, 54.3, 37.4,
28.3.
Resine de Kaiser (resine oxime) (20) (39)
Nous introduisons du polystyrene (100 g), en billes de maille 200-400
reticulees par 1 % de divinylbenzene, dans un ballon de 3 L et nous Ie
gonflons avec du DCM (750 mL). Nous dissolvons du chlomre d'acide p-
nitrobenzoi'que (17.0 g, 91.6 mmol) dans du DCM (500 mL) et 1'ajoutons a la
suspension de polystyrene. Puis, du chlomre d'aluminium (17.0 g, 127.5
mmol) en suspension dans du DCM (500 mL) est additionne par petites
fractions. Nous bouchons Ie ballon et agitons de fa^on manuelle, a inter^alles
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de temps reguliers. Apres 48 h, la suspension est filtree, puis la resine est
soumise a la sequence de lavage suivante: dioxane-HCl 4N 3:1 (3 L); dioxane-
eau 3:1 (2 L); DMF (2 L); methanol (2 L). Par la suite, la resine est gonflee
au DCM (1 L) puis, contractee au methanol (1 L), filtree et sechee sons vide.
La resine est mise en suspension dans un melange ethanol-pyridine 5:1
(900 mL). f !ous ajoutons du chlorhydrate d'hydroxylamine (100 g, 1.44 mol)
et portons a reflux sans agitation. Apres 24 h, la resine est filtree puis,
soumise a la sequence de lavage suivante: methanol-eau 3:1 (2 x 1.6 L); DMF
(1.6 L); DCM (1.6 L); methanol (1.6 L); DCM (1.6 L); methanol (2 x 1.6 L).
La resine oxime (20) desiree est final ement sechee sous vide (m = 113 g).
(7-Triphenylmethyl-3,6-dioxaoctane-l,8-diol (75)
Aune solution de triethylene glycol (70.0 g, 466 mmol) dans du DCM
(300 mL), nous ajoutons du chlorure de triphenylmethyle (65.2 g, 234
mmol), de la triethylamine (36.3 g, 359 mmol) et de la 4-
dimethylaminopyridine (1.3 g, 11 mmol). Nous agitons 1 h a 0 °C puts, 12 h a
TP. Le milieu reactionnel est lave par HC1 1 N (2 x 500 mL), N^€03 5 %
(500 mL) et de la saumure (500 mL). Puts, nous sechons la phase organique
sur MgS04 anhydre et evaporons Ie solvant. Le residu est dissous dans de
1'ethanol 95 % (800 mL). Le compose diprotoge cristallise et est elimine par
filtration puts, Pethanol est evapore sous vide. Nous purifions 1'huile
bordeaux resultante par chromatographie-eclair sur colonne (gel de silice,
gradient d'acetone dans 1'hexane 25-50 %) pour obtenir Ie produit (75)
desire sous la forme d'une huile doree (57.4 g, Rdt = 62 %). CCM: (D) R^ =
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0,22; SM (FAB): m/z 392 = M+; RMN 1H (300 MHz, CDC^): 5 7,49-7.46 (m,
6H, m-H Ar), 7.32-7.20 (m, 9H, 6 o-H et 3 p-H Ar), 3.74-3,61 (m, 10H, 5
CH^-O), 3.26 (t, J= 5.1 Hz, 2H, CH2-0-CPh3); RMN 13C (75 MHz, CDCy: §
144.0, 128.6, 127.7, 126,8, 86.5, 72.4, 70.7, 70.6, 70.4, 63.2, 61.7.
(?-Triphenylmethyl-^)-j9-toluenesulfonyl-3,6-dioxaoctane-l,8-diol
(76)
Nous dissolvons (75) (57.3 g, 146 mmol) dans de la pyridine distillee et
seche (250 mL) sous atmosphere inerte et ajoutons du chlorure de p-
toluenesulfonyle (36.4 g, 191 mmol). La solution est agitee a 4 °C pendant 18
h. A la fin, la suspension est versee dans un melaage eau-glace et agitee
pendant 1 h. Nous ajoutons de 1'ether (500 mL) et extrayons la mixture par
HC1 2 N (2 x 500 mL), ^CO, 5 % (500 mL) et a la saumure (500 mL).
Puts, nous sechons la phase organique sur MgS04 anhydre et evaporons Ie
solvant sous vide pour obtenir Ie produit (76) desire sous la forme d'un
solide rose (67.5 g, Rdt = 85 %). P.exp = 67-70 °C; CCM: (D) R^ = 0.35; SM
(FAB): m/z 546 = M+; RMN rH (300 MHz, CDCy: § 7.78 (d, J = 8.4 Hz, 2H,
o-H Ar Ts), 7.48-7.44 (m, 6H, m-H Ar trityl), 7.31-7.20 (m, 11H, 6 o-H Ar
et 3 p-H Ar tntyl + 2 m-H Ar Ts)), 4.16 (t, J= 4.8 Hz, 2H, CH^-OTs), 3.71
(t, J= 4.8 Hz, 2H, CH^-CH^-OTs), 3.66-3.59 (m, 6H, 3 CH^-O), 3.23 (t, ^=
5.1 Hz, 2H, CH2-0-CPh3), 2.41 (s, 3H, €N3); RMN 13C (75 MHz, CDC^): §




Nous introduisons du carbonate de potassium anhydre (36.2 g, 262
mmol) dans de Pacetonitrile sec et degaze (400 mL). La suspension est
soniquee sons atmosphere inerte pendant 30 min. Nous ajoutons du catechol
(7.1 g, 64 mmol) et mettons Ie melange a reflux pendant 2 h. Une solution de
(76) dans de 1'acetonitrile sec et degaze (200 mL) est additionnee a la goutte
pendant 2 h. La suspension resultante est agitee pendant 48 h a reflux
d'acetonitrile. A la fin. Ie solvant est evapore sous vide et nous ajoutons du
DCM (500 mL). Nous lavons la solution avec de la NaOH 1 N (2 x 500 mL)
et de la saumure (500 mL). Puis, nous sechons la phase organ! que sur MgS04
anhydre et evaporons Ie solvant sons vide. Nous obtenons Ie produit (77)
desire sous la forme cTune huile brun tores fonce (51.5 g, Rdt = 97 %). CCM:
(D) Rf= 0.35, (E) Rf= 0.62; SM (FAB): m/z 375 = (M - 2 trityls + 3H)+;
RMN1H(300 MHz, CDCy: § 7.48-7,44 (m, 12H, m-H Ar trityl), 7.31-7.20
(m, 18H, 12 o-H et 6 ^-H Ar trityl), 6.92-6.85 (m, 4H, H Ar catechol), 4.15
(t, J= 5.1 Hz, 4H, 2 CH^-OPh), 3.85 (t, ^= 5,1 Hz, 4H, 2 CH^-CH^-OPh),
3.74-3.65 (m, 12H, 6 CH^-O), 3.23 (t, J= 5.2 Hz, 4H, 2 CH2-0-CPh3); RMN
l3C (75 MHz, CDCV: 5 149.8, 144.0, 128.6, 127.6, 126.8, 121.5, 115.0, 86.4,
70.8, 70.7, 70.6, 69.7, 68.8, 63.2.
0,0 '-Bis-(8-hydroxy-3,6-dioxaoctanyl)-catechol (78)
Nous preparons une solution de (77) (51.3 g, 60 mmol) dans du DCM
(100 mL) puis, nous ajoutons de 1'acide ^-toluenesulfonique (2.15 g, 11.3
mmol) et du methanol (900 mL). La solution est agitee pendant 4 h a TP.
189
Puis, nous additionnons de la triethylamine (1.14 g, 11.3 mmol) et evaporons
les solvants sous vide. Le residu est purifie par chromatographie-eclair sur
colonne (gel de silice, gradient de methanol dans Ie DCM 5-10 %). Nous
obtenons Ie produit (78) desire sous la forme d'une huile doree (21.8 g, Rdt
= 97 %). CCM: (B) Rf = 0.47; SM (ES): m/z 375 = (M + H)+; RMN 1H (300
MHz, CDCy: § 6.87 (m, 4H, H Ar), 4.13 (t, J= 4.7 Hz, 4H, 2 CH^-OPh),
3,85 (t, J= 4.7 Hz, 4H, 2 CH^-CH^-OPh), 3.72-3.63 (m, 12H, 6 CH^-0), 3.56
(t, J= 4.4 Hz, 4H, 2 CH^-OH); RMN 13C (75 MHz, CDCV: § 148.5, 121.4,
114.0, 72.6, 70.6, 70.1, 69.5, 68.3, 61.5.
(7,0)-Bis-(l-j?-toluenesulfonyl-3,6-dioxaoctanyl)-catechol (79)
Nous preparons une solution de (78) (21.5 g, 57 mmol) dans de la
pyridine distillee et seche (200 mL) et ajoutons du chlorure de p-
toluenesulfonyle (28.8 g, 156 mmol). Le melange est agite a 4 °C, pendant 18
h, sous atmosphere inerte. A la fin, la suspension est versee dans un melange
eau/glace et agitee pendant 1 h. Nous ajoutons du DCM (500 mL) et extrayons
avec du HC1 2 N (2 x 500 mL), du ^CO, 5 % (500 mL) et de la saumure
(500 mL). Puis, nous sechons la phase organique sur MgS04 anhydre et
evaporons Ie solvant sous vide. Nous obtenons Ie produit (79) desire sous la
forme d'une huile jaune (33.0 g, Rdt = 84 %). CCM: (B) R^ = 0.68, (E) R^ =
0.36; RMN 1H (300 MHz, CDCy: § 7.77 (d, J= 8.4 Hz, 4H, o-H Ar Ts), 7.31
(d, J= 8.4 Hz, 4H, m-H Ar Ts), 6.89 (m, 4H, H Ar catechol), 4.15-4.11 (m,
8H, 2 CH^-OPh + 2 CH^-OTs), 3.80 (t, .7= 5.1 Hz, 4H, 2 CH^-CH^-OPh),
3.69-3.64 (m, 8H, 4 CH^O), 3.59 (t, J= 2.8 Hz, 4H, 2 CH^-O), 2.41 (s, 6H, 2
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CH3); RMN 13C (75 MHz, CDCy: § 148.9, 144.7, 132.9, 129.7, 127.8, 121.6,
114.9, 70.7, 70.6, 69.7, 69.1, 68.8, 68.6, 21.5.
Ester methylique de la A^-^-Butyloxycarbonyl-3-(dibenzo-24-
couronne-8)-L-alanine
BOC-BEC-OMe (80)
Nous dissolvons de la BOC-L-DOPA-OMe (17) (13.2 g, 42.4 mmol) dans du
DMF de gaze (1000 mL) puis, nous ajoutons du carbonate de cesium anhydre
(13.9 g, 42.5 mmol). La suspension est agitee pendant 2 h, a 50 °C, sons
atmosphere inerte. Une solution du ditosylate (79) (29.0 g, 42.5 mmol) dans
du DMF degaze (250 mL) est alors additiormee a la goutte, sur une periode de
3 h. Le melange reactionnel est agite a 50 °C, sous atmosphere inerte, pendant
72 h. A la fin, nous evaporons Ie DMF sous vide et reprenons Ie residu au
DCM (500 mL). La solution est lavee a la NaOH 1 N (2 x 500 mL) et a la
saumure (500 mL). Puts, nous sechons la phase organique sur MgS04 anhydre
et evaporons Ie solvant sous vide. Nous purifions Ie residu vert tres fonce par
chromatographie-eclair sur colonne (gel de silice, gradient de methanol dans
Ie DCM 2-5 %). Le soli de obtenu est triture a 1'ether et nous obtenons Ie
produit (80) desire sous la forme cTune poudre rosee (19.1 g, Rdt = 70 %).
P, exp = 90-91 °C; CCM: (B) R,= 0.51; [aL exp = +3.4° (c = 1, MeOH); SM
(FAB): m/z 649 = M+; RMN 1H (500 MHz, CDC^): 5 6.89 (m, 4H, H Ar
catechol), 6.78 (d, J= 8.2 Hz, 1H, H5 Ar DOPA), 6.64-6.63 (m, 2H, H2 et
H6 Ar DOPA), 4.94 (d, J= 7.8 Hz, 1H, NH), 4.53 (m, 1H, CaH), 4.16 (t, J=
4.2 Hz, 4H, 2 CH^-OPh catechol), 4.13 (t, J= 4.0 Hz, 4H, 2 CH^-OPh DOPA),
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3.93-3.90 (m, 8H, 4 CH^-CH^-OPh), 3.83 (m, 8H, 4 CH,-0), 3.70 (s, 3H,
CH3-0), 3.01-2.98 (m, 2H, CpH^), 1.42 (s, 9H, H ^-Bu); RMN 13C (75 MHz,
CDC-y: § 172,2, 156.3, 148.9, 148.7, 147.7, 128.9, 121.9, 121.3, 115.0,
114.0, 113.9, 71.1, 69.8, 69.3, 69,0, 56.1, 52.0, 38.1, 28.2.
A^-^-Butyloxycarbonyl-3-(dibenzo-24-couronne-8)-L-alanine
BOC-BEC-OH (74)
Nous dissolvons du BOC-BEC-OMe (80) (15.0 g, 23 mmol) dans du
methanol (150 mL). Puis, nous additionnons de la NaOH 1 N (150 mL) a 0 °C.
La solution est agitee pendant 4 h a TP. A la fin, nous acidifions jusqu'a pH =
2-3 par du HC1 1 N. Le methanol est alors evapore sous vide et la suspension
aqueuse est extraite au DCM (250 mL). Nous lavons la phase organique par
NaHC03 sature (250 mL) et a la saumure (250 mL). Puis, nous la sechons sur
MgS04 anhydre et evaporons Ie solvant sous vide. Nous obtenons un solide
mousseux bmn. Le compose (74) desire est precipite par trituration dans un
melange methanol/ether/hexanes, sous la forme d'une poudre beige (12.1 g,
Rdt = 83 %). Pf exp = 85-90 °C; CCM: (F) R^ = 0.85; [a]o exp = +8.0° (c = 1,
MeOH); SM (ES): m/z 653 = (M + NH4)+, 658 (M + Na)+; RMN 1H (300 MHz,
CDCy: § 6.87 (m, 4H, H Ar catechol), 6.78 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H5 Ar
DOPA), 6.71-6.69 (m, 2H, H2 et H6 Ar DOPA), 5.05 (d, J= 7.9 Hz, 1H,
NH), 4.54 (m, 1H, CaH), 4.19-4.12 (m, 8H, 4 CH^-OPh), 3.94-3.77 (m, 16H,
8 CH^-0), 3.03 (m, 2H, CRH,), 1.40 (s, 9H, H ^-Bu); RMN 13C (75 MHz,
CDCy: § 174.1, 156.8, 148.8, 148.7, 147.4, 130.3, 122.2, 121.5, 115.4,
114.2, 114.1, 70.8, 69.5, 69.3, 69.0, 54.9, 28.2.
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l,4-Bis-(A^-Benzyliminomethyl)-benzene (81)
Dans un montage de Dean-Stark, nous dissolvons du terephtalaldehyde
(3.00 g, 22.37 mmol) dans du benzene (100 mL). Nous ajoutons de la
benzylamine distillee (4.79 g, 44.76 mmol) et portons a reflux pendant 10 h.
A la fin, nous evaporons Ie benzene et obtenons Ie compose (81) desire sons
la forme d'une gomme jaune clair (6.99 g, Rdt = 100 %). SM (FAB): m/z 312
= M+; RMN 1H (200 MHz, CDC^): § 8.42 (s, 2H, CH=N), 7.87 (s, 4H, H Ar
N=CH-Ph-CH=N), 7.42-7.29 (m, 10H, H Ar Ph), 4.88 (s, 4H, CH^); RMN 13C
(50 MHz, CDCy: 5 161.4, 139.1, 138.2, 128.6, 128.5, 128.1, 127.1, 65.2.
1,4-Bis-(A^-Benzylaminomethyl)-Benzene (82)
Nous dissolvons la diimine (81) (6.8 g, 22.0 mmol) dans du methaaol
(100 mL). Nous ajoutons peu a peu a cette solution du borohydrure de sodium
(6.6 g, 174.5 mmol). Des que Ie degagement d'hydrogene a cesse, nous
portons la solution a reflux pendant 18 h. Ensuite, nous 1'amenons a 0 °C et
additionnons lentement de 1'HCl 2 N, jusqu'a obtention d'un pH = 2-3. Nous
evaporons Ie methanol sous vide puis, amenons Ie melange a 0 °C. Nous
additionnons de la NaOH en pastilles jusqu'a dissolution du precipite laiteux.
Nous extrayons alors a Pether (3 x 100 mL) et sechons la phase organique sur
MgS04 anhydre. Le solvant est evapore sous vide et nous obtenons Ie produit
(82) desire sous la forme d'une huile jaune pale (6.6 g, Rdt = 95 %). SM
(FAB): m/z 316 = M+; RMN 1H (300 MHz, CDCy: 5 7.36-7.28 (m, 14H, H
Ar), 3.82 (s, 4H, CH^-Ph-CH^), 3.81 (s, 4H, CH,-Ph), 1.61 (s, 2H, NH); RMN





Nous dissolvons la diamine (82) (0.14 g, 0.44 mmol) dans du methanol
(2 mL) et ajoutons de 1'acide hexafluorophosphorique 60 % en exces (80 jiL).
Nous evaporons Ie methanol sous vide, reprenons Ie residu par de 1'eau tres
froide et filtrons. Le compose est lave a 1'eau froide puis, longuement seche.
Nous obtenons Ie sel (69) desire sous la forme d'une poudre tres blanche
(0,24 g, Rdt = 91 %). Pf exp = 237-238 °C (dec.); P, litt = 238 °C (80); RMN
1H (200 MHz, CD3CN): § 7.53 (s, 4H, H Ar CH^-Ph-CH^), 7,51-7.45 (m, 10H,
H Ar Ph), 4.24 (s, 4H, CH.-Ph-CH^), 4.23 (s, 4H, CH,-Ph).
Dipicrate du l,4-Bis-(A^-benzylaminomethyl)-benzene
DA-2Pic (90)
Nous dissolvons la diamine (82) (0.14 g, 0.44 mmol) dans du methanol
(2 mL) et ajoutons de 1'acide picrique recristallise (0.20 g, 0.88 mmol). Nous
amenons a 0 °C jusqu'a formation d'un precipite. Celui-ci est filtre, lave au
methanol et au toluene puis, seche. Nous obtenons Ie sel (90) desire sous la
forme d'une poudre jaune intense (0.11 g, Rdt - 34 %). P^ exp > 190 °C
(dec.); RMN 1H (300 MHz, DMSO-D,): § 9.20 (s, 4H, NH^), 8.59 (s, 4H, H
Ar Picrate), 7.55 (s, 4H, H Ar CH^-Ph-CH^), 7.49-7.45 (m, 10H, H Ar Ph),
4.22 (s, 4H, CH^-Ph-CH^), 4.17 (s, 4H, CH^-Ph).
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Dipicrate de la 1,6-Hexanediamine
Hex«2Pic (91)
Nous dissolvons de la 1,6-hexanediamine (0.10 g, 0.86 mmol) dans du
methanol (2 mL) et ajoutons de 1'acide picrique recristallise (0.36 g, 1.76
mmol). Nous observons immediatement la formation d'un precipite. Celui-ci
est filtre, lave au methanol et au toluene puts, seche. Nous obtenons Ie sel
(91) desire sous la forme d'une poudre jaune tres intense (0.38 g, Rdt = 84
%). Pf exp > 215 °C (dec.); RMN rH (300 MHz, DMSO-Dg): 5 8.59 (s, 4H, H
Ar Picrate), 7.60 (s, 6H, NN3^, 2.80-2.73 (m, 4H, CH^-N), 1.59-1.42 (m, 4H,
CH.-CH^N), 1.35-1.22 (m, 4H, CH^-CH^-CH^N).
l-(p-Cyanophenyl)-3-Phenyl-2-Azapropene (84)
Dans un montage de Dean-Stark, nous dissolvons du p-
cyanobenzaldehyde (5.0 g, 38.1 mmol) dans du benzene (150 mL). Nous
ajoutons de la benzylamine distillee (4.1 g, 38.2 mmol) et portons a reflux
pendant 10 h. A la fin, nous evaporons Ie benzene et obtenons Ie compose
desire (84) sous la forme d'une gomme brune (8.4 g, Rdt = 100 %). CCM:
(D) Rf = 0.48; SM (FAB): m/z 220 = M+; RMN 1H (200 MHz, CDCy: § 8.41
(s, 1H, CH=N), 7.89 (d, J= 7.4 Hz, 2H, w-H Ar ^-CN-Ph), 7.71 (d, J= 7.4
Hz, 2H, o-H Ar ^-CN-Ph), 7.45-7.28 (m, 5H, HAr Ph), 4.88 (s, 2H, CH^);
RMN 13C (50 MHz, CDC^): § 159.9, 140.0, 138.5, 132.4, 128.7, 128.6,
128.0, 127.3, 118.5, 114.0,65.1.
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A^-Benzyl-p-xylylenediamine (85)
Nous dissolvons Fimine (84) (5.2 g, 23.6 mmol) dans du THF anhydre
(50 mL). Nous additionnons cette solution a la goutte, sous atmosphere inerte,
dans du complexe borane-THF 1 M (100 mL, 100 mmol). La solution obtenue
est chauffee a reflux pendant 18 h. Nous amenons alors la solution a 0 °C et
ajoutons lentement de 1'HCl 6 N (100 mL). Nous evaporons Ie THF sons vide
puts, portons la suspension resultante a reflux pendant 2 h. A la fin, nous
amenons Ie melange a 0 °C puis, additionnons precautionneusement de la
NaOH (60 g, 1.5 mol). Nous extrayons a 1'ether (3 x 250 mL) et sechons la
phase organ! que sur MgS04 anhydre. Le solvant est evapore sous vide et nous,
obtenons une huilejaune. Celle-ci est purifiee par chromatographie-eclan sur
colonne (gel de silice pretraite a la triethylamine, gradient de methanol dans Ie
DCM 5-25 %) pour dormer Ie compose (85) desire sous la forme d'une huile
limpide jaune clair (3.3 g, Rdt = 62 %). CCM: (B, plaque pretraitee) Rf =
0.28; SM (FAB): m/z 226 = M+; RMN 1H (200 MHz, CDC^): § 7.40-7.27 (m,
9H, H Ar), 3.86 (s, 2H, CH^-NH^), 3.80 (s, 4H, CH^-NH); RMN l3C (50 MHz,
CDCV: § 128.4, 128.2, 127.2, 127.1, 127.0, 53.1, 52.8, 46.2. Les C
aromatiques trisubstitues ne sont pas visibles.
l-(p-Cyanophenyl)-3-[p-(A^-benzylaminomethyl)-phenyl]-2-
azapropene (86)
Dans un montage de Dean-Stark, nous dissolvons la diamine (85) (3.25
g, 14.4 mmol) dans du benzene (150 mL). Nous ajoutons du p-
cyanobenzaldehyde (1.89 g, 14.4 mmol) et portons a reflux pendant 10 h. A la
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fin, nous evaporons Ie benzene et obtenons Ie compose (86) desire sous la
forme d'une gomme jaune intense (4.89 g, Rdt = 100 %). CCM: (B, plaque
pretraitee) Rf= 0.93; SM (FAB): m/z 339 = M+; RMN IH (200 MHz, CDC^):
§ 8.41 (s, 1H, CH=N), 7.88 (d, J= 7,4 Hz, 2H, m-H Ar p-CN-Ph), 7,70 (d, J
= 7.4 Hz, 2H, o-H Ar /?-CN-Ph), 7.42-7.19 (m, 9H, H Ar Ph), 4.88 (s, 2H,
CRrN=CH), 3.82 (s, 4H, CH^-NH); RMN 13C (50 MHz, CDCy: § 159,9,
140.2, 140.0, 139.4, 137.2, 132.4, 128.7, 128.5, 128.4, 128.3, 128.2, 127.0,
118.5, 114.0,64.9,53.1, 52.8.
A^-(/?-Aminomethylbenzyl)-A^^-benzyl-/?-xylylenediamine (87)
Nous dissolvons 1'imine (86) (4.70 g, 13.8 mmol) dans du THF anhydre
(50 mL). Nous additionnons cette solution a la goutte, sous atmosphere inerte,
dans du complexe borane-THF 1 M (60 mL, 60 mmol). La solution obtenue
est chauffee a reflux pendant 18 h. Nous amenons alors la solution a 0 °C et
ajoutons lentement de 1'HCl 6 N (100 mL). Nous evaporons Ie THF sous vide
puts, portons la suspension resultante a reflux pendant 2 h. A la fin, nous
amenons Ie melange a 0 °C puis, additionnons precautionneusement de la
NaOH (36 g, 900 mmol). Nous extrayons a 1'ether (3 x 100 mL) et sechons la
phase organique sur MgS04 anhydre. Le solvant est evapore sous vide et nous
obtenons une huile jaune clair. Celle-ci est purifiee par chromatographie-
eclair sur colonne (gel de silice pretraite a la triethylamine, gradient de
methanol dans Ie DCM 10-25 %) pour donner Ie compose (87) desire sous la
forme d'une huile limpidejaune pale (3.25 g, Rdt = 68 %). CCM: (B, plaque
pretraitee) Rf= 0.08; SM (FAB): m/z 345 = M+; RMN TH (200 MHz, CDCy:
§ 7.38-7.29 (m, 13H, H Ar), 3.87 (s, 2H, CH^-NH^), 3.82-3.79 (m, 8H, CH^-
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NH); RMN 13C (75 MHz, CDCy: 5 141.9, 140.2, 138.9, 138,8, 128.3, 128.1,
128.0, 127,0, 126.8, 53.0, 52.8, 52.7, 46.1.
A^-[p-(p-(/?-Benzylaminomethyl)-benzylaminomethyl)-
benzylaminomethyl]-benzylimine (88)
Dans un montage de Dean-Stark, nous dissolvons la triamine (87) (3.00
g, 8.7 mmol) dans du benzene (100 mL). Nous ajoutons du benzaldehyde
distille (0.89 mL, 8.7 mmol) et portons a reflux pendant 10 h. A la fin, nous
evaporons Ie benzene et obtenons Ie compose (88) desire sous la forme d'une
gommejaune (3.77 g, Rdt = 100 %). CCM: (B, plaque pretraitee) R^= 0.92;
SM (FAB): m/z 433 = M+; RMN 1H (300 MHz, CDC^): § 8.40 (s, 1H,
CH=N), 7.81-7.78 (m, 2H, o-H Ar ^-N=CH-Ph), 7.44-7.42 (m, 3H, 2 m-H et
/?-H /?-N=CH-Ph), 7,37-7.27 (m, 13H, H Ar Ph), 4.83 (s, 2H, CH^N=CH),
3.82-3.80 (m, 8H, CH^-NH); RMN 13C (75 MHz, CDCV: § 161.8, 140.2,
138.9, 137.9, 136.1, 130.6, 129.6, 128.5, 128.3, 128.2, 128.2, 128.1, 128.1,
128.0, 126.8, 64.7, 53.0, 52.8, 52.7, 52.7.
Bis-(/?-benzylaminomethyl)-dibenzylamine (89)
Nous dissolvons 1'imine (88) (3.50 g, 8.1 mmol) dans du methanol (100
mL). Nous ajoutons peu a peu a cette solution du borohydrure de sodium
(1.23 g, 32.4 mmol). Des que Ie degagement d'hydrogene a cesse, nous
portons la solution a reflux pendant 18 h. Ensuite, nous 1'amenons a 0 °C et
additionnons lentement de 1'HCl 2 N, jusqu'a obtention d'un pH = 2-3. Nous
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evaporons Ie methanol sous vide puts, amenons Ie melange a 0 °C. Nous
additionnons de la NaOH en pastilles jusqu'a dissolution du precipite laiteux.
Nous extrayons alors a 1'ether (3 x 100 mL) et sechons la phase organique sur
MgS04 anhydre. Le solvant est evapore sous vide et nous obtenons Ie produit
(89) desire sous la forme d'une huile incolore limpide (3.24 g, Rdt = 92 %).
CCM: (B, plaque pretraitee) Rf= 0.89; SM (FAB): m/z 435 = M+; RMN 1H
(300 MHz, CDCV: § 7.36-7.26 (m, 18H, H Ar), 3.82-3.81 (m, 12H, CH^,
1.67 (s, 3H, NH); RMN 13C (75 MHz, CDCy: § 140.3, 138.9, 128.7, 128.3,
128.1, 128.0, 126.8, 53.1, 52.8.
Tri-hexafluorophosphorhydrate de la Bis-(^-benzylaminomethyl)-
dibenzylamine
TA-3PF<. (70)
Nous dissolvons 1'amine (89) (0.11 g, 0.25 mmol) dans du methanol (3
mL) et ajoutons de 1'acide hexafluorophosphorique 60 % en exces (0.25 mL).
Nous evaporons Ie methanol sous vide, reprenons Ie residu par de 1'eau tres
froide et filtrons. Le compose est lave a 1'eau froide puts, longuement seche.
Nous obtenons Ie sel (70) desire sous la forme d'une poudre tres blanche
(0.22 g, Rdt = 99 %). Pf exp = 259-260 °C (dec.); RMN 1H (300 MHz,
CD3CN): § 7,56 (s, 8H, H Ar CH^-Ph-CH^), 7.50 (s, 10H, H Ar CH^-Ph), 7.25
(s, 6H, NH,), 7.34-7.24 (m, 12H, CH^).
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2.2 SYNTHESES EN PHASE SOLIDE
La synthese en phase solide concerne exclusivement les peptides. Nous
decrivons tout d'abord 1'approche generale, qui se decompose en trois parties:
- la synthese d'un segment peptidique
- Ie clivage
- et, eventuellement, la condensation de ce segment.
Toute modification apportee a cette approche, pour la synthese d'un
peptide particulier, sera specifiee.
2.2.1 Synthese peptidique en phase solide (SPPS)
2.2.1.1. Fixation du premier acide amine
Nous introduisons la resine oxime (20) (5 g), possedant un taux de
substitution theorique de 0.4 mmol/g, dans une ampoule munie d'un verre
fritte a une extremite et d'un bouchon en teflon. La resine est gonflee au DCM
(100 mL) puts, lavee avec ce meme solvant (2 x 100 mL). Nous dissolvons de
la BOC-Leu.H^O (4.99 g, 20 mmol, 10 eq) dans un melange DCM-DMF 1:1
(80 mL) et amenons la solution a 0 °C. Nous additionnons du DIC (3.13 mL,
20 mmol) et agitons pendant 20 min. La suspension est versee dans 1'ampoule
et nous mettons sous agitation mecanique pendant 24 h. A la fin. Ie contenu de
Pampoule est filtre par succion.
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2.2.1.2 Sequence de lavases
La resine est agitee successivement en presence des solvants suivants:
DMF (3 x 100 mL); methanol (3 x 100 mL); DMP (3 x 100 mL); methanol (3
x 100 mL). Puis elle est sechee exhaustivement sous vide pousse.
2.2.1.3. Determination du taux de substitution
Cette etape n'a ete realisee qu'a trois reprises vu que la resine utilisee
provient toujours du meme stock et que les resultats observes semblent
beaucoup sous-estimer la realite.
Nous utilisons Ie test quantitatif de Kaiser a la ninhydrine (40) et
determinons un taux de substitution variant entre 0.35 et 0.40 mmol/g de
resine seche.
2.2.1.4. Acetvlation des sites non-substitues
La resine est gonflee au DMF (100 mL) puis, lavee avec ce meme solvant
(2 x 100 mL). Nous introduisons dans Fampoule un melange anhydride
acetique-DMF 1:1 (80 mL) et de la DIEA (1.00 mL, 5.75 mmol). Nous
mettons sous agitation mecaaique pendant 2 h. A la fin. Ie contenu de
1'ampoule est filtre par succion.
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2.2.1.5. Sequence de lavaees
Cette etape est identique a 1'etape 2.2.1.2
2.2.1.6. Benzoylation des sites non-substitues (facultatif)
La resine est gonflee au dioxane (100 mL) puts, lavee avec ce meme
solvant (2 x 100 mL). Nous introduisons dans Pampoule un melange DMF-
chlomre de benzoyle 4:1 (80 mL) et de la DIEA (1.00 mL, 5.75 mmol). Nous
mettons sous agitation mecanique pendant 1 h. A la fin. Ie contenu de
Fampoule est filtre par succion.
7. Sequence de lavaees
Cette etape est identique a 1'etape 2.2.1.2.
2.2.1.8. Deprotection de la fonction amine du dernier acide amine fixe
La resine est gonflee au DCM (100 mL) puis, lavee avec ce meme solvant
(2 x 100 mL). Nous introduisons dans Pampoule un melaage acide
trifluoroacetique-DMF 1:1 (80 mL) et mettons sous agitation mecanique
pendant 30 min. A la fin. Ie contenu de Fampoule est filtre par succion.
2.2.1.9. Sequence de lavaees
Cette etape est identique a 1'etape 2.2.1.2.
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2.2.1.10. Couplaee de 1'acide amine suivant
La resine est gonflee au DMF (100 mL) puts, lavee avec ce meme solvant
(2 x 100 mL). Nous dissolvons Ie BOC-aminoacide (20 mmol, 10 eq ou 6
mmol, 3 eq, dans Ie cas des composes (14 ) et (19)) dans un melange DCM-
DMF 1:1 (80 mL) et amenons la solution a 0 °C. Nous additionnons du DIC
(3.13 mL, 20 mmol ou 0.94 mL, 6 mmol, dans Ie cas des composes (14) et
(19)) et agitons pendant 10 min. Puis, nous ajoutons de PHOBt.H^O (2.70 g,
20 mmol ou 0.81 g, 6 mmol, dans Ie cas des composes (14) et (19)) et
agitons pendant 20 min supplementaires. Nous introduisons la suspension dans
Fampoule, ajoutons de la DIEA (0.70 mL, 2 eq) et mettons sous agitation.
mecanique pendant 3 h. A la fin. Ie contenu de 1'ampoule est filtre par
succion.
2.2.1.11. Sequence de lavages
Cette etape est identique a 1'etape 2.2.1.2.
2.2.1.12. Determination de 1'efficacite du counlaee
Nous utilisons Ie test qualitatif de Kaiser a la ninhydrine (40). Pour les
cas ou Ie test est negatif, nous reprenons a 1'etape 10.
Les etapes 2.2.1.8 a 2.2.1.12 sont effectuees n-1 fois pour un peptide de n
acides amines.
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2.2.2. Clivage et clivage final du peptide
Une des trois methodes generales de clivage sera utilisee, a moins
specification contraire. S'il s'agit d'un clivage final, nous clivons la totalite de
peptide fixe sur la resine; et seulement les 3/4 dans Ie cas de la preparation
d5 un peptide acide en vue de la condensation de segments en phase solide.
Dans ce demier cas, il sera simplement nomme clivage.
Les volumes de solvants ne sont donnes qu'a titre indicatif pour
Pequivalent de 3.75 g de resine seche et varient en fonction de la quantite de
resine mise en oeuvre. Les equivalents s'entendent par rapport a la quantite de
peptide fixe sur la resine, estimee par mesure du taux de substitution.
2.2.2.1. Amide /?-propvlique du peptide BOC-proteee
BOC-Peptide-NH-w-Pr
La resine est gonflee au DCM puts, lavee avec ce meme solvant (2 x 100
mL). Nous introduisons dans 1'ampoule un melange DCM-^-propylamine 9:1
(80 mL) et mettons sous agitation mecanique pendant 30 min. A la fin. Ie
contenu de Pampoule est filtre par succion. La resine est lavee plusieurs fois
au DCM et au methanol. Le filtrat est recupere et les solvaats sont evapores
sons vide.
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2.2.2.2. Peptide BOC-prote£e acide (42)
BOC-Peptide-OH
La resine est gonflee au THF (100 mL) puts, lavee avec ce meme solvant
(2 x 100 mL). Nous introduisons dans Fampoule un melange THF-eau 9:1 (80
mL) et du bromure de lithium (5 eq). Nous agitons mecaniquement pendant
15 min. Puts, nous ajoutons du DBU (2 eq) dans Pampoule et mettons sous
agitation mecanique pendant 4 h. A la fin, Ie contenu de Pampoule est filtre
par succion. La resine est lavee plusieurs fois au DCM et au methanol. Le
filtrat est recupere et les solvants sont evapores sous vide. Le residu est repris.
par du DCM (50 mL) puis, lave par HC1 0.5 N (2 x 50 mL) et a la saumure
(50 mL). La phase organique est sechee sur MgS04 anhydre et Ie solvaat est
evapore sous vide.
2.2.2.3. Ester methvlique du peptide BOC-protege (42)
BOC-Peptide-OMe
La resine est lavee au methanol (3 x 100 mL) puts, mise en suspension dans ce
meme solvant (80 mL). Nous introduisons dans Pampoule du bromure de
lithium anhydre (5 eq) et agitons mecaniquement pendaat 15 min. Nous
ajoutons du DBU (2 eq) dans 1'ampoule et mettons sous agitation mecanique
pendant 4 h. A la fin. Ie contenu de 1'ampoule est filtre par succion. La resine
est lavee plusieurs fois au DCM et au methanol. Le filtrat est recupere et les
solvants sont evapores sous vide. Le residu est repris par du DCM (50 mL)
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pms, lave par HC1 0,5 N (2 x 50 mL) et a la saumure (50 mL). La phase
organique est sechee sur MgS04 anhydre et Ie solvant est evapore sous vide.
2.2.3. Condensation de segments en phase solide (CSPS) (44,45)
Le dernier 1/4 de resine contenant Ie peptide non-clive sert de support
solide lors de la condensation de segments. Ceci est la strategic generate
utilisee pour la condensation de deux segments.
Nous deposons la resine (1 g) supportant Ie fragment peptidique dans un
tube en polystyrene de 5 mL, muni d'un petit fritte et d'un bouchon aux deux
extremites (tube ISOLAB®). La resine est gonflee au DCM (3 mL) puis, lavee
avec ce meme solvant (2x3 mL). Nous introduisons dans Ie tube un melange
acide trifluoroacetique-DCM 1:1 (3 mL) et mettons sous agitation mecanique
pendant 40 min. La resine est alors filtree, lavee (cf. etape 2.2.1.2, 3 mL de
chaque solvant) et sechee. Nous dissolvons Ie BOC-Peptide-OH (0.39 mmol, 2
eq), precedemment dive, dans du DMF (3 mL) et amenons la solution a 0 °C.
Nous additionnons du DIC (61 ^iL, 0.39 mmol) et agitons pendant 15 min.
Puts, nous ajoutons de FHOBt.H^O (53 mg, 0.39 mmol) et agitons pendant 40
min supplementaires. La resine est gonflee au DMF (3 mL) et lavee avec ce
meme solvant (2x3 mL). Nous introduisons alors la solution de peptide
active dans Ie tube, ajoutons de la DIEA (70 ^L, 2 eq) et mettons sons
agitation mecanique, a 4 °C, pendant 20 h. A la fin. Ie contenu de Fampoule
est filtre par succion et la resine est lavee comme ci-dessus.
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Ce protocole est repete pour chaque segment supplementaire a coupler.
Entre deux etapes de condensation, nous acetylons les segments deproteges qui
n'ont pas couple comme suit: la resine, gonflee et lavee au DMF (3 x 3mL),
est traitee par un melange anhydride acetique-DMF 1:1 (3 mL) et de la DIEA
(80 [iL) pendant 2 h, sous agitation mecanique. A la fin, elle est lavee selon Ie





SPPS; Le peptide est synthetise selon la strategic generale, en utilisant de
la BOC-Leu.H^O et du BOC-ECV-OH (14). Clivage; II est effectue selon Ie
protocole 2.2.2.2 de la methode generale. Nous triturons Ie residu a 1'ether
anhydre pour obtenir Ie peptide (21) desire sous la forme d'une fine poudre
blanche (m = 1.42 g). La purete est mesuree par HPLC et estimee superieure
a 90 %. Le produit sera utilise tel quel pour la suite des syntheses. HPLC anlt:
(A) R, = 18.6 mm; SM (FAB): m/z 1535 == (M + H)+, 1557 = (M + Na)\ 1573
= (M + K)+; RMN 1H (300 MHz, DMSO-Dg): § 8.15 (d, J= 8.2 Hz, 1H, NH),
8.05 (d, J= 8.3 Hz, 1H, NH), 7.98 (d, J= 7.8 Hz, 1H, NH), 7.86 (d, J= 8.0
Hz, 1H, NH), 7.72 (d, J= 7.9 Hz, 1H, NH), 7.65 (d, J= 7.8 Hz, 1H, NH),
6.97 (d, J= 8.1 Hz, 1H, NH-BOC), 6.77-6.63 (m, 6H, HAr), 4.50-4.48 (m,
2H, CaH ECV), 4.33-4.20 (m, 4H, CaH Leu), 4.10-3.90 (m, 8H, CH^-OPh),
3.84 (m, 1H, CaH BOC-Leu), 3.79-3.65 (m, 8H, CH^-CH^-OPh), 3.64-3.44
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(m, 32H, CH^-O), 3.00-2.59 (m, 4H, CRH^ ECV), 1.63-1.22 (m, 24H, 5 CpH^
Leu + 5 CyH Leu + 9 H t-Bu), 0,88-0.75 (m, 30H, CH^ Leu).




SPPS: Elle est identique a celle du compose (21). Clivage final: II est
effectue selon Ie protocole 2.2.2.3 de la methode generale, en utilisant 300 mg
de resine. Nous dissolvons Ie residu dans Pacide acetique et Ie lyophilisons
pour obtenir Ie peptide (24) desire sous la forme de flocons blancs (m = 80
mg). HPLC anlt: (A) R, = 27.5 min; SM (FAB): m/z 1548 = (M + H)+, 1586 =
(M + K)+; RMN IH (300 MHz, DMSO-Dg): § 8.31-7.62 (m, 6H, NH), 6.97 (m,
1H, NH-BOC), 6.80-6.63 (m, 6H, H Ar), 4.55-4.47 (m, 2H, CaH ECV),
4.33-4.20 (m, 4H, CaH Leu), 4.10-3.90 (m, 8H, CH^-OPh), 3.84 (m, 1H,
CaH BOC-Leu), 3.79-3.65 (m, 8H, CH^-CH^-OPh), 3.64-3.44 (m, 35H, 16
CH^-0 + CH3-0), 3.00-2.59 (m, 4H, CpH^ ECV), 1.63-1.22 (m, 24H, 5 CpH^
Leu + 5 CyH Leu + 9 H ^-Bu), 0.88-0.75 (m, 30H, CH, Leu).







SPPS et clivage: Us sont identiques a ceux du compose (21). CSPS:
Nous effectuons Ie protocole general 2.2.3, avec Ie segment BOC-Leu-ECV-
Lei^-ECV-Leu-OH (21). Clivage final: II est effectue selon Ie protocole
2.2.2.3 de la methode generate, sur 350 mg de resine. Nous purifions Ie
residu gommeux jaune (m = 200 mg) par HPLC semi-preparative. Apres
evaporation des solvants, nous obtenons Ie peptide (32) desire, par
lyophilisation dans 1'acide acetique, sous la forme de flocons blancs (m = 76
mg), HPLC anlt: (B) R, = 17.3 min; SM (FAB): m/z 2988 = (M + Na)+; RMN
1H (300 MHz, CDCy: § 8.20-7.30 (m, 13H, NH), 6.85-6.50 (m, 12H, H Ar),
4.50 (m, 4H, CaH ECV), 4.25-3.95 (m, 26H, 8 CH^-OPh + 10 CaH Leu),
3.95-3.50 (m, 83H, 40 CH^-O + CH,-0\ 3.35-3.00 (m, 8H, CpH^ ECV),
2.05-1.35 (m, 39H, 10 CpH^ Leu + 10 CyH Leu + 9 H t-Bu\ 1.05-0.70 (m,
60H, CH3 Leu).










SPPS et clivage: Us sont identiques a ceux du compose (21). CSPS:
Nous effectuons deux cycles du protocole general 2.2.3, avec Ie segment
BOC-Leu-ECV-Leii3-ECV-Leu-OH (21). Clivage final: H est effectue selon
Ie protocole 2.2.2.3 de la methode generale. Nous obtenons un residu solide
jaune (m = 1.12 g), dont nous purifions 100 mg par HPLC semi-preparative.
Apres evaporation des solvants, nous obtenons Ie peptide (29) desire, par
lyophilisation dans Pacide acetique, sons la forme de flocons jaunes (m = 28
mg). HPLC anlt: (C) R, = 22.8 min; SM (FAB): m/z 4406 = (M + Na)+, (ES):
m/z 1113.5 = (M + 4 NH,)4^ 1479 = (M + 3 NH4)3+; RMN IH (300 MHz,
DMSO-Dg): § 8.30-7.40 (m, 21H, NH), 6.85-6.60 (m, 18H, HAr), 4.35-4.25
(m, 6H, CaH ECV), 4.10-3.85 (m, 24H, CH^-OPh), 3.75-3.60 (m, 24H, CH^-.
CH^-OPh), 3.60-3.40 (m, 114H, 48 CH^-O + 15 CaH Leu + €N3-0), 3.10-
2.90 (m, 12H, CRH^ ECV), 1.65-1.35 (m, 54H, 15 CpH^ Leu + 15 CyH Leu +




SPPS: Le peptide est synthetise selon la strategie generale, en utilisant de
la BOC-Leu.K^O et du BOC-Phe. Clivage: II est effectue selon Ie protocole
2.2.2.2 de la methode generale. Nous obtenons Ie peptide (23) desire sous la
forme d'un solide amorphe. Nous triturons celui-ci a 1'ether anhydre pendant
7 h pour obtenir une fine poudre blanche (m = 950 mg). La purete est
mesuree par HPLC et estimee superieure a 75 %. Le produit sera utilise tel
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quel pour la suite des syntheses. HPLC anlt: (D) R^ = 41.6 min; SM (ES): m/z
979 = (M + H)+, 996 = (M + NH^; RMN 1H (300 MHz, DMSO-D^): § 12.60
(m, 1H, COOH), 8.11-7.69 (m, 6H, NH), 7.22-7.14 (m, 10H, HAr), 6.94 (d,
J= 8.4 Hz, 1H, NH-BOC), 4.55-4.53 (m, 2H, CaH Phe), 4.33-4.21 (m, 4H,
CaH Leu), 3.85 (m, 1H, CaH BOC-Leu), 3.00-2.72 (m, 4H, CpH^ Phe),
1.64-1,22 (m, 24H, 5 CpH^ Leu + 5 CyH Leu + 9 H t-Bu\ 0.90-0.75 (m,
30H, CH3 Leu).






SPPS et clivage: Us sont identiques a ceux du compose (23). CSPS:
Nous effectuons Ie protocole general 2.2.3, avec Ie segment BOC-Leu-Phe-
Leu^-Phe-Leu-OH (23) (350 mg, 0.35 mmol, 1.5 eq) et 850 mg de resine. Le
solvant utilise est Ie melange DMF-DMSO 1:1 (10 ml). Clivage final: II est
effectue selon Ie protocole 2.2.2.3 de la methode generate. Nous obtenons un
solide blanc (m = 440 mg), dont nous purifions 100 mg par HPLC semi-
preparative. Apres lyophilisation dans 1'acide acetique, nous obtenons Ie
peptide (31) desire sous la forme de flocons blancs (m = 19 mg). HPLC anlt:
(C) R, = 28.0 mm; SM (FAB): m/z 2735 = (M + Na)+; RMN 1H (300 MHz,
CDCy: § 8.40-7.55 (m, 20H, NH), 7.20-6.90 (m, 30H, H Ar), 4.20-3.90 (m,
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21H, 15 CaH Leu + 6 CaH Phe), 3.60 (s, 3H, CH3-0), 3.20-2.95 (m, 12H,










SPPS, clivage et CSPS: Les trois etapes sont identiques a celles du
compose (29). A la fin, nous gonflons 125 mg de la resine obtenue au DCM
(2 mL) et la lavons avec ce meme solvant (2 x 2mL). La resine est ensuite
traitee par Ie melange acide trifluoroacetique-DCM 1:1 (3 mL) pendant 40
min, lavee selon Ie protocole 2.2.1.2 (avec 2 mL de chaque solvant) puts
sechee. Clivage final: II est effectue selon Ie protocole 2.2.2.2 de la methode
generate, sur 125 mg de resine. Nous obtenons une mousse jaune (m = 47
mg), que nous purifions par HPLC semi-preparative. Apres evaporation des
solvants, nous obtenons Ie peptide (33) desire, par lyophilisation dans 1'acide
acetique, sous la forme de flocons blancs (m = 13 mg). HPLC anlt: (C) R^ =
19.9 min; SM (ES): m/z 1081 = (M + H + 3 NH4)4+, 1441 = (M + 3 NH4)3+;
RMN 1H (300 MHz, CDC13). Le spectre contient peu d'informations en raison
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de la faible quantite de produit et de la necessite d'utiliser du chloroforme afin
de pouvoir Ie recycler. Globalement, nous obser^ons: § 8.20-7.90 (m, NH),
6.90-6.35 (m, H Ar), 4.40-3.30 (m, CaH ECV + CaH Leu + CH^
couronnes), 3.10-2.90 (m, CRH^ ECV), 1.95-1.15 (m, CpH^ Leu + CyH Leu),
1,00-0.60 (m,CH3Leu).








SPPS, clivage et CSPS: Les trois etapes sont identiques a celles du compose
(33). Clivage final: La resine est gonflee au THF (3 mL) puts lavee a Faide
de ce solvant (2x3 mL). Nous la mettons en suspension dans Ie THF (2 mL)
et ajoutons de Fethylenediamme distillee (20 |LIL, 0.23 mmol, 5 eq). Nous
mettons sous agitation mecanique pendant 4 h. A la fin, la solution est filtree
et la resine lavee plusieurs fois au DCM et au methanol. Nous evaporons les
solvants pour obtenir un residu ambre. Celui-ci est purifie par HPLC semi-
preparative. Apres evaporation des solvants, nous obtenons Ie peptide (34)
desire, par lyophilisation dans 1'acide acetique, sous la forme de flocons blancs
(m = 25 mg). HPLC anlt: (F) R, = 33.8 min; SM (ES): m/z 1087 =(M+ 2 H +
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2 NH4)4+, 873 = (M + 2 H + 3 NH^)5'; RMN 1H (300 MHz, CDCV: Cas
identique a (33).








SPPS, clivage et CSPS: Les trois etapes sont identiques a celles du compose
(33). Clivage final: La resine est gonflee au DMF (3 mL) puis lavee a
P aide de ce solvant (2x3 mL). Nous la mettons en suspension dans un
melange DMF-glycerol 9:1 (2 mL) et ajoutons du bromure de lithium
anhydre (20 mg, 0.24 mmol, 5 eq) puts du DBU (20 ^iL, 0.09 mmol, 2 eq).
Nous mettons sous agitation mecanique pendant 4 h. A la fin, la solution est
filtree et la resine lavee plusieurs fois au DCM et au methanol. Le filtrat est
concentre par evaporation sous vide puis directement purifie par HPLC semi-
preparative. Apres evaporation des solvants, nous obtenons Ie peptide (35)
desire, par lyophilisation dans 1'acide acetique, sous la forme de flocons blancs
(m = 17 mg). HPLC anlt: (E) R,= 20.7 min; SM (ES): m/z 1099 = (M + 1 H
+ 3 NH4)4+, 883 =(M+ 1 H+4 NH^, 1460 = (M + 1 H + 2 NH4)3+; RMN 1H










SPPS, clivage et CSPS: Les trois etapes sont identiques a celles du compose
(33), mais effectuees sur 200 mg de resine. Puis, la resine est gonflee au
DMF (3 mL) et lavee a 1'aide de ce solvant (2x3 mL). Nous la mettons en
suspension dans du DMF (2 mL) et ajoutons de 1'anhydride pyromellitique
(400 mg, 1.57 mmol, 20 eq) ainsi que de la DIEA (30 ^L, 0.18 mmol, 2 eq).
Nous mettons sous agitation mecanique pendant 4 h. A la fin, la resine est
lavee selon Ie protocole 2.2.1.2 (avec 2 mL de chaque solvant) puis sechee.
Clivage final: II est identique a celui du compose (33), mais avec 5 eq de
DBU. A la fin, la solution est filtree et la resine lavee plusieurs fois au DCM
et au methanol. Le filtrat est concentre par evaporation sous vide puis
directement purifie par HPLC semi-preparative. Apres evaporation des
solvants, nous obtenons Ie peptide (36) desire sous la forme de flocons blancs
par lyophilisation dans 1'acide acetique (m = 16 mg). HPLC anlt; (C) R^ = 24.1
mm; SM (FAB): m/z 4529 = (M + Na)+; RMN 1H (300 MHz, CDC^): Cas
identique a (33).
215




SPPS: Le peptide est synthetise selon la strategic generale, en utilisant de
la BOC-Leu.Hp et du BOC-ECQ-OH (19). Clivage: H est effectue selon Ie
protocole 2.2.2.3 de la methode generate. Nous triturons Ie residu a 1'ether
anhydre pour obtenir Ie peptide (25) desire sous la forme d'une fine poudre
blanche (m = 1.15 g). La purete est evaluee par HPLC et estimee superieure a
60 %. Le produit sera utilise tel quel pour la suite des syntheses. HPLC anlt:
(A) R, = 22.8 min; SM (ES): m/z 1373 = (M + H)+, 1390 = (M + NH^)', 1411
= (M + K)+; RMN }H (300 MHz, DMSO-Dg): § 8.31-8.25 (m, 2H, NH), 8.08
(m, 1H, NH), 7.99 (m, 1H, NH), 7.82 (m, 1H, NH), 7.68 (m, 1H, NH), 6,98
(m, 1H, NH-BOC), 6.81-6.62 (m, 6H, H Ar), 4.55-4.45 (m, 2H, CaH ECQ),
4.37-4.19 (m, 4H, CaH Leu), 4.08-3.93 (m, 8H, CH^-OPh), 3.83 (m, 1H,
CaH BOC-Leu), 3.77-3.68 (m, 8H, CH.-CH^-OPh), 3.62-3.48 (m, 19H, 8
CH^-O + CH3-0), 2.96-2.65 (m, 4H, CRH^ ECQ), 1.62-1.18 (m, 24H, 5 CRH^






Nous dissolvons du BOC-Leu-ECQ-Lei^-ECQ-Leu-OMe (25) (960 mg,
0.70 mmol) dans du methanol (50 mL). Nous ajoutons a la solution de la
NaOH IN (50 mL) et agitons a TP, La reaction est suivie par HPLC et estimee
terminee apres 40 min. Nous acidifions Ie milieu reactionnel par HC1 IN (pH
= 2-3) et evaporons Ie methanol. La suspension est extraite au DCM (2 x 50
mL) puts lavee a la saumure (50 mL). Nous sechons la phase organique sur
MgS04 anhydre et evaporons Ie solvant sous vide. Nous obtenons une gomme
jaune qui est trituree a 1'ether anhydre pendant 5 h. Le peptide (22) desire est
obtenu sons la forme d'une fine poudre blanche (805 mg, Rdt = 85 %). HPLC
anlt; (A) Rt = 16.8 min; SM (ES): m/z 1358 = (M + H)+, 1375 = (M + NH4)+,
1396 = (M + K)+; RMN 1H (300 MHz, DMSO-D^): § 8.14 (m, 1H, NH), 8.07
(m, 1H, NH), 7.98 (m, 1H, NH), 7.87 (m, 1H, NH), 7.74 (m, 1H, NH), 7.67
(m, 1H, NH), 6.98 (m, 1H, NH-BOC), 6.77-6.63 (m, 6H, H Ar), 4.55-4.45
(m, 2H, CaHECQ), 4.36-4.19 (m, 4H, CaH Leu), 4.08-3.95 (m, 8H, CH^-
OPh), 3,84 (m, 1H, CaH BOC-Leu), 3.77-3.68 (m, 8H, CH^-CH^-OPh), 3.62-
3.48 (m, 16H, CH^-O), 2.98-2.65 (m, 4H, CpH^ ECQ), 1.65-1.20 (m, 24H, 5
CpH^ Leu + 5 CyH Leu + 9 H t-Bu), 0.90-0.70 (m, 30H, CH, Leu).










SPPS et clivage: Us sont identiques a ceux du compose (22), CSPS:
Nous effectuons deux cycles du protocole general 2.2.3, avec Ie segment
BOC-Leu-ECQ-Leu3-ECQ-Leu-OH (22) (131 mg, 0.30 mmol, 2 eq) et 500
mg de resine. Clivage final: II est effectue selon Ie protocole 2.2.2.3 de la
methode generale, sur 100 mg de resine. Nous obtenons une gommejaune que
nous purifions par HPLC semi-preparative. Apres evaporation des solvants,
nous obtenons Ie peptide (30) desire, par lyophilisation dans Facide acetique,
sons la forme de flocons jaunes (m = 22 mg). HPLC anlt: (H) R^ = 25.2 min;
RMN 1H (300 MHz, CDCy: 5 8.40-7.60 (m, 20H, NH), 6.95-6.60 (m, 18H, H
Ar), 4.50-3.95 (m, 30H, 6 CaH ECQ + 12 CH^-OPh), 3.95-3.40 (m, 90H, 36
CH^-O + 15 CaH Leu + CH3-0), 3.10-2.90 (m, 12H, CpH^ ECQ), 1.95-1.35
(m, 54H, 15 CpH^ Leu + 15 CyH Leu + 9 H t-Bu\ 1.05-0,65 (m, 90H, CH3
Leu).




SPPS: Le peptide est synthetise selon la strategie generale, en utilisant de
la BOC-Leu.HA du BOC-BEC-OH (74) et 2.5 g de resine oxime (20).
Clivage final: II est effectie selon Ie protocole 2.2.2.1 de la methode
generale. Nous triturons Ie residu a 1'ether anhydre pour obtenir une fine
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poudre beige (m = 1.93 g). La purete est mesuree par HPLC et estimee
supeneure a 75 %. Une fraction (80 mg) de ce brut est purifiee par HPLC
semi-preparative. Apres evaporation des solvants et lyophilisation dans 1'act de
acetique, nous obtenons Ie peptide (63) desire sous la forme de flocons blancs
(m = 41 mg). HPLC anlt: (H) R, = 17.9 min; SM (ES): m/z 898 = (M + 2
NH^)2^ 599 = (M+H+ 2 NH^)3"; RMN 1H (500 MHz, CDCV; § 7.53 (d, J =
4.9 Hz, 1H, NH-^-Pr), 7.35-7.29 (m, 4H, NH Leu), 7.01 (d, J= 7.7 Hz, 1H,
NH BEC), 6.89 (m, 1 OH, 8 H Ar catechol + NH BEC + H Ar DOPA), 6.83 (d,
J= 8.2 Hz, 1H, H Ar DOPA), 6.76 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H Ar DOPA), 6.67 (m,
3H, H Ar DOPA), 5.02 (m, 1H, NH-BOC), 4.50-4.42 (m, 2H, CaH BEC),
4.23-4.01 (m, 21H, 8 CHz-OPh + 5 CaH Leu), 3.93-3.69 (m, 34H, 16 CH2-0-
+ CH2-N), 3.37-2.89 (m, 4H, CpH2 BEC), 1.86-1.44 (m, 17H, 5 CpH2 Leu +
5 CyH Leu + NCH2-CH2-Me), 1.41 (s, 9H, H t-Bu), 0.98-0.83 (m, 33H, 10
CH3 Leu + CHs n-Pr).




SPPS et clivage final: Us sont identiques a ceux utilises pour Ie
compose (63). Nous triturons Ie residu a Pether anhydre pour obtenir une
fine poudre beige (m = 2.21 g). La purete est mesuree par HPLC et estimee
superieure a 65 %. Une fraction (120 mg) de ce brut est purifiee par HPLC
semi-preparative. Apres evaporation des solvants et lyophilisation dans I'acide
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acetique, nous obtenons Ie peptide (64) desire sous la forme de flocons blancs
(m = 47 mg). HPLC anlt: (H) R, = 18.5 min; SM (ES): m/z 954 = (M + 2
NH4)2+, 636.5 = (M + H +2 NH4)3+; RMN 1H (500 MHz, CDC^): § 7.52 (d, J
= 3.9 Hz, 1H, NH-^-Pr), 7.48-7.32 (m, 5H, NH Leu), 7.01 (d, J= 7.1 Hz, 1H,
NH BEC), 6.95-6-90 (m, 10H, 8 H Ar catechol + NH BEC + H Ar DOPA),
6.82 (d, J= 7.8 Hz, 1H, H Ar DOPA), 6.72 (d, J= 7.7 Hz, 1H, H Ar DOPA),
6.68 (m, 3H, H AT DOPA), 5.05 (m, 1H, NH-BOC), 4.51-4.47 (m, 1H, CaH
BEC), 4.44-4.40 (m, 1H, CaH BEC), 4.25-4.04 (m, 22H, 8 CHz-OPh BEC + 6
CaH Leu), 3.93-3.70 (m, 34H, 16 CH2-0 + CH2-N), 3.36-2.97 (m, 4H, CpH2
BEC), 1.96-1.43 (m, 20H, 6 CpHz Leu + 6 CyH Leu + NCH2-CH2-Me), 1.40
(s, 9H, H t-Bu), 1.04-0.86 (m, 39H, 12 CH:3 Leu + CHa n-Pr).





SPPS et clivage final: Us sont identiques a ceux utilises pour Ie
compose (63). La purete est mesuree par HPLC et estimee superieure a 55 %.
Une fraction (80 mg) du brut est purifiee par HPLC semi-preparative. Apres
evaporation des solvants et lyophilisation dans 1'acide acetique, nous obtenons
Ie peptide (65) desire sous la forme de flocons blancs (m = 21 mg). HPLC
anlt: (H) Rt = 27.9 min; SM (ES): m/z 1309 = (M + 2 H)2+; RMN 1H (500
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MHz, CDCy: § 8.1-7.1 (m, 11H, NH-^-Pr + 7 NH-Leu + 3 NH-BEC), 7.0-
6.6 (m, 21H, 12 H Ar catechol + 9 H Ar DOPA), 4.5-4.3 (m, 3H, CaH BEC),
4.3-3.5 (m, 82H, 36 CHz-O + 8 CaH Leu + CHz-N), 3.3-2.9 (m, 6H, CpHb
BEC), 2.0-1.3 (m, 35H, 8 CpH2 Leu + 8 CyH Leu + NCHz-CHz-Me + 9 H ^-
Bu), 1.1-0.7 (m, 51H, 16 CH3 Leu + CHa n-Pr).





SPPS et clivage final: Us sont identiques a ceux utilises pour Ie
compose (63). La purete est mesuree par HPLC et estimee superieure a 55 %.
Une fraction (120 mg) du brut est purifiee par HPLC semi-preparative. Apres
evaporation des solvants et lyophilisation dans 1'acide acetique, nous obtenons
Ie peptide (66) desire sous la forme de flocons blancs (m = 30 mg). HPLC
anlt: (H) Rt = 25.7 min; SM (ES): m/z 1422.5 = (M + 2 H)2+; RMN 1H (500
MHz, CDCy: d 8.1-7.0 (m, 13H, NH-n-Pr + 9 NH-Leu + 3 NH-BEC), 7.0-
6.7 (m, 21H, 12 H Ar catechol + 9 H Ar DOPA), 4.5-4.3 (m, 3H, CaH BEC),
4.3-3.5 (m, 84H, 36 CH^-O + 10 CaH Leu + CH^-N), 3.3-3.0 (m, 6H, CpH^
BEC), 2.0-1.3 (m, 41H, 10 CpH, Leu + 10 CyH Leu + NCH^-CH^-Me + 9 H
t-Bu\ 1.1-0.7 (m, 63H, 20 CH, Leu + CH3 /?-Pr).
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SPPS: Le peptide est synthetise selon la strategie generale, en utilisant de
la BOC-Leu.HA de la BOC-Ala, de la BOC-Val, de la BOC-Ile. 1/2^0, du
BOC-BEC-OH (74) et 1.3 g de resine oxime (20). Clivage final: 11 est
effectue selon Ie protocole 2.2.2.1 de la methode generate. Nous obtenons un
residu resineux (m = 1.25 g) dont la purete est mesuree par HPLC et estimee
superieure a 75 %. Une fraction (150 mg) de ce brut est purifiee par HPLC
semi-preparative. Apres evaporation des solvants et lyophilisation dans Pacide
acetique, nous obtenons Ie peptide (67) desire sous la forme de flocons blancs
(m = 64 mg). HPLC anlt: (H) R, = 14.6 min; SM (ES): m/z 1722 = (M +
NH^, 1705 = (M + H)+; RMN 1H (500 MHz, CD3CN): § 7.60 (m, 1H, NH
Ala), 7.46-7.33 (m, 3H, NH Leu 2 + 2 NH BEC), 7.29-7.27 (m, 2H, NH He +
NH Val), 7.20-5,11 (m, 15H, 14 HAr + NH-^-Pr), 5.98 (m, 1H, NH-BOC),
4.37-4.33 (m, 2H, 2 CaH BEC), 4.29-4.04 (m, 19 H,CaH Leu 2 + CaH Ala
+ CcxH He + 8 CH2-OPh BEC), 3.95 (m, 1H, CaH Leu 1), 3.85-3.66 (m, 33H,
CaH Val + 16 CHz-O), 3.23-2.96 (m, 6H, 2 CRHz BEC + N-CH2), 2.23 (sous
Ie solvant, 1H, CRH Val), 1.90-1.20 (m, 23H, 2 CRHz Leu + CyH2 He + 2 CyH
Leu + CpH He + NCH2-CH2-Me + CH3 Ala + 9 H t-Bu), 1.08 (d, J = 6.7 Hz,
3H, CHs Val), 1.03 (d, J= 6.7 Hz, 3H, CHb Val), 0.97-0.80 (m, 21H, 4 CHa
Leu + CyH3 He + C5H3 He + CHa n-Pr).
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SPPS et clivage final: Us sont identiques a ceux utilises pour Ie
compose (67), en substituant la BOC-Pro a la BOC-Val. Nous obtenons un
residu resineux (m = 1.51 g) dont la purete est mesuree par HPLC et estimee
superieure a 90 %. Une fraction (190 mg) de ce brut est purifiee par HPLC
semi-preparative. Apres evaporation des solvants et lyophilisation dans 1'act de
acetique, nous obtenons Ie peptide (68) desire sous la forme de flocons blancs
(m = 109 mg). HPLC anlt: (H) R, = 9.3 min; SM (ES): m/z 1720 = (M +
NH4)+, 1703 = (M + H)+; RMN 1H (500 MHz, CD3CN): 5 7.29 (d, J= 6.6 Hz,
1H, NH'BEC 1), 7.25 (m, 1H, NH Ala), 7.20 (d, J= 7.7 Hz, 1H, NH Leu 2),
7.05-7.04 (m, 2H, NH He + NH BEC 2), 6.99-6.73 (m, 15H, 14 HAr + NH-
^?-Pr), 5.60 (m, IH, NH-BOC), 4.63 (m, 1H, CaH BEC 2), 4.43 (m, 1H, CaH
BEC 1), 4.38 (m, 1H, CaH He), 4.27-4.23 (m, 2H, CaH Pro + CaH Leu 2),
4.16-4.11 (m, 16H, CH2-OPh BEC), 4.06 (m, 1H, CaH Ala), 3.99 (m, 1H,
CaH Leu 1), 3.88-3.79 (m, 16H, CH2-CH2-OPh BEC), 3.77-3.61 (m, 17H, 8
CH2-0 BEC + C5HH' Pro), 3.50 (m, 1H, C5HH7 Pro), 3.17-3.04 (m, 5H, N-
CH2 + CpfflP BEC 1 + CpHH' BEC 2), 2.95 (m, 1H, CpHH? BEC 2), 2.18
(sous Ie solvant, 1H, CpHH' Pro), 1.96-1.86 (m, 3H, CyHi Pro + CRH He),
1.79 (m, 1H, CpHIP Pro), 1.75-1.62 (m, 4H, 2 CyH Leu + CRHz Leu 2),
1.55-1.48 (m, 3H, CyHH' He + NCH2-CH2-Me), 1.47-1.37 (m, 11H, CpH2
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Leu 1 + 9 H t-Bu), 1.34 (d, J= 7.4 Hz, 3H, €N3 Ala), 1.14 (m, 1H, CyfflT
He), 0.94-0.82 (m, 21H, 4 CHa Leu + CyHs He + C5H3 He + CH3 n-Pr).
3.EXPERIMENTATION
Etudes conformationnelles par spectropolarimetrie de dichroi'sme
circulaire (DC) dans un solvant organique (premiere partie)
Nous preparons une solution du peptide etudie, a une concentration de 1-
mg/mL, dans Ie solvant choisi (TFE, methanol ou DCE). Toutes les mesures
sont effectuees a 1'aide d'une cellule cylindrique en quartz de 0.01 a 0.1 cm a
25 °C et par rapport a la reference constituee par Ie solvant seul. Les valeurs
sont exprimees en ellipticite molaire moyenne par residu (©, deg.cm .dmol ),
c'est a dire en considerant que la masse molaire du peptide est celle d'un acide
amine moyen (109 g/mol). Les courbes sont presentees apres reduction du
bruit par traitement mathematique.
Parametres utilises: - longueur de la bande: 1.0 nm
- sensibilite: 5 mdeg
- temps de reponse: 1 s
- longueur d'onde initiale 250 nm
- longueur d'onde finale: 190 nm (200
nm dans Ie 1,2-dichloroethane)
224
- vitesse de balayage: 100 nm/min
- resolution: 0.2 nm
- nombre d'accumulations: 20-30
r
Etudes conformationnelles par spectropolarimetrie de dichroisme
circulaire (DC) dans des vesicules (10 a)
Nous preparons une solution du peptide etudie (3 mg) dans du
chloroforme (0.5 mL). D'un autre cote, nous preparons une solution de
lecithine de jaune d'oeuf dans du chloroforme (0.5 mL), de fa9on a avoir un
ratio molaire lipide/peptide d'environ 80:1. Les deux solutions sont melangees.
et nous evaporons Ie solvant par un flux d'helium. Puts, Ie melange est mis
sons vide dans un dessiccateur. Apres 2 h de sechage, nous hydratons Ie residu
par du HC1 0.01 N (3 mL), nous agitons la suspension laiteuse sur un vortex
pendant 1 min puis, nous la sonicons pendant 15 min. Si nous reussissons a
obtenir une solution limpide, nous prenons les mesures de DC en utilisant une
cellule de 0.01 cm, a 25 °C. La reference est constituee par une solution de
vesicules preparee selon la methode decrite ci-dessus, en absence de peptide.
Les parametres utilises sont identiques a ceux decrits dans la section
precedente.
Etudes conformationnelles par spectroscopie infrarouge (FT-IR)
dans des bicouches lipidiques
Nous dissolvons Ie peptide (29) (2.5 mg, 5.7 10 mmol) dans du
chloroforme (1 mL) et ajoutons de la DPPC (4.2 mg, 5.7 10-3 mmol). Le
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solvant est evapore sous un flux d'azote puts, seche sous vide pousse pendant
10 h. Par la suite, Ie residu est hydrate par du D^O (35 |LiL) et agite sur un
vortex. Nous realisons cinq sequences de « gel-degel » par chauffage a 65 °C
(au dessus de la temperature de transition du lipide, 3 min), alternant avec des
agitations sur Ie vortex et des refroidissements a 1'azote liquide. La
preparation est etendue sur une pastille de CaF^ et les mesures sont effectuees
a 25 °C.
Mesure de conductivite monomoleculaire par la methode de
« patch-clamp »
Ces etudes ont ete effectuees au laboratoire du Professeur G. Andrew
Woolley (Department of Chemistry, University of Toronto), avec 1'aide de
Dominic Jaikaran.
Nous preparons une solution de peptide a 0.1 mM dans Ie methanol et
deux solutions a 5 mg/mL de diphytanoylglycerol phosphocholine dans
Fhexadecane, et de monooleate de glycerol dans Ie decane. Nous preparons
une solution de chlorure de potassium a 1 M dans de 1'eau ultra-pure filtree,
apres avoir chauffe Ie sel a 650 °C pendant 2 h.
Nous revetons de chlorure d'argent des electrodes en argent, en les
plongeant dans une solution d'HCl 0.1 N.
Tout Ie materiel (cellule en Teflon, embouts de pipettes et electrodes) est
lave scrupuleusement par:
- du methanol, plusieurs fois
- de Feau distillee, plusieurs fois
- de 1'acide sulfochromique, pendant 30 min
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- de Feau ultrapure filtree, plusieurs fois
- de 1'eau ultrapure filtree, quatre fois, apres une sonication de 15
min dans Peau ultrapure
- du methanol grade HPLC
- de Facetone grade HPLC
- de 1'ether de petrole
Nous realisons Ie montage decrit dans la Figure 33 puis, enregistrons les
resultats.
Protocole 1: La bicouche est preparee sur Pembout de pipette. Nous
verifions sa stabilite et 1'absence de tout contaminant, comme la gramicidine,
lorsque nous obtenons une ligne de base stable pendant au moins 2 min. Puts,
2 [iL de solution de peptide sont introduits dans la cuve et les resultats
enregistres.
Protocole 2: Nous preparons un melange de solution de peptide (2 |jL) et
de solution de lipide (50 |LiL). Le methanol est evapore sous un dessiccateur
puts, la preparation est utilisee pour construire les bicouches lipidiques.
Dans les deux cas, la difference de potentiel appliquee est de +100 mV.
Les enregistrements sont filtres (filtre de 200 a 1000 Hz) et traites avec Ie
logiciel SYNAPSE.
r
Etudes d'orientation dans les bicouches lipidiques par reflexion
totale attenuee (ATR)
Ces etudes ont ete effectuees au laboratoire de la Professeure M. Auger
(Departement de Chimie, Universite Laval), avec 1'aide de Mario Bouchard et
de Sacha Bonenfant.
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Nous preparons une solution a 5 mg/mL du peptide (29) dans du
methanol et ajoutons de la DPPC ou de la DMPC, de fa^on a avoir un ratio
lipide/peptide de 30:1. La solution est mise dans un dessiccateur et Ie solvant
est evapore sons vide. Apres 24 h. Ie residu est repris par 150 |LiL de D^O et Ie
melange est agite vigoureusement sur un vortex. Nous realisons cinq
sequences de « gel-degel » par chauffage a 65 °C (3 min), alternant avec des
agitations sur Ie vortex et des refroidissements a Pazote liquide. La suspension
est alors etendue sur un cristal a ATR en germanium. Nous laissons
s'evaporer 1'eau puts, mettons Ie cristal dans Ie spectrophotometre. Apres une
purge de 5 min a Pargon, les resultats sont enregistres a 21 °C.
Parametres utilises: - resolution: 2 cm' ]~
- nombre d'acquisitions: 250
- detecteur: MCT
Les donnees sont par la suite traitees a 1'aide du logiciel OMNIC.
Etudes devaluation de l?activite antibiotique et de la cytotoxicite
Ces eludes ont ete effectuees dans Ie laboratoire de la Professeure Ann
Huletsky (Faculte de Medecine, Universite Laval) pour 1'activite antibiotique;
dans Ie laboratoire du Dr. Rene Gaudreault (Hopital St-Fran9ois d'Assise,
Quebec) pour les tests sur les cellules cancereuses.
Les souches bacteriennes utilisees sont;
- Burkholderia cepacia ATCC 10856
228
- Enterococcus faecalis ATCC 29212
- Escherichia coli ATCC 25922
- Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
- Staphylococcus aurens ATCC 25923
- Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27855
- Streptococcus pneumoniae ATCC 6303
- Proteus vulgaris ATCC 13315
- Citrobacter freundi ATCC 8090
- Enterobacter aerogenes ATCC 13048
et les lignees de cellules cancereuses sont:
- MDA MB 1231 (cancer du sein)
- P388 Dl (leucemie de souris).
Nous determinons au prealable les taux de DMSO ou de methanol que
peuvent tolerer les cellules puts, 1'on prepare des solutions-meres des
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composes a tester dans Ie DMSO ou Ie methanol. De 1'eau est ajoutee de fa9on
a obtenir une teneur de 2 % en DMSO ou de 4 % en methanol. Ensuite, nous
realisons des dilutions sequentielles des solutions-meres en vue des tests. Les
cellules sont disposees dans des puits ELISA contenant un milieu de culture
TSB (bactenes) ou RPMI 1640 (cellules cancereuses); puis, nous leurs
additionnons les diverses solutions des composes. L'incubation est d'une duree
de 24 h a 37 °C (bacteries) ou de 72 h a 37 °C (cellules cancereuses). A la fin
de Fincubation, nous determinons 1'efficacite du compose par mesure de
densite optique (DO, bacteries) ou par mesure d'absorbance a 570 nm, apres
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coloration au bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium (MTT) (cellules cancereuses).
Preparation des [2]Pseudorotaxanes
Nous dissolvons Ie peptide (3-4 mg, 1 eq) dans du DCM (1 mL). Nous
ajoutons Ie sel d'ammonium DA'2PFg (69) ou TA'SPFg (70) (1 eq), suivant
Ie cas. La suspension est soniquee pendant 2 min. Puis, nous mettons sons
vigoureuse agitation magnetique pendant 10 h. Par la suite, nous filtrons Ie
melange a Faide d'une seringue munie d'un filtre a 0.45 ^im et evaporons Ie
filtrat a sec, sons vide, dans un dessiccateur. Le residu sera repris par un.
solvant deuterie, pour les etudes par RMN, ou envoye tel quel en analyse par
spectrometrie de masse.
Eludes des [2]Pseudorotaxanes par resonance magnetique nucleaire
(RMN) 1H 500 MHz
Les solvants deuteries utilises sont Ie chloroforme (CDCy ou
Pacetomtrile (CD3CN).
Parametres d'acquisition utilises:
Experiences de COSY: F2. AQ = 0.131122 sec; DW = 128 |Lisec;
Dl = 1.8 sec; DO = 0.000003 sec; DE = 182.86 ^sec; INO = 0.000128 sec; Pl
- 6.3 (Lisec; D13 = 0.000003 sec; TD = 1024; DS = 16. Fl. NDO = 2; TD
512; SWH= 3906.23 Hz.
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Experience de TOCSY: F2. AQ = 0.131122 sec; DW - 128 ^isec;
Dl = 2 sec; DO = 0.000003 sec; Pl = 6.3 ^isec; P17 = 2500 ^sec; P7 = 72
Hsec; P5 = 24 ^isec; TD = 1024; DS = 16; HL1 = 0 dB; 012 = 0.00002 sec;
D13 = 0.000004 sec; HL3 = 14 dB; P6 = 36 ^isec; LI = 30; DE = 182.86 ^isec;
INO = 0.000128 sec. Fl. NDO = 2; TD = 512; SWH = 3906.23 Hz.
r
Etudes conformationnelles sur les [2]Pseudorotaxanes par DC
(deuxieme partie)
Nous preparons une solution de peptide a Img/mL dans Facetomtrile (3
mL). Nous prelevons un aliquot de la solution de peptide libre que nous.
filtrons a 1'aide d'une seringue munie d'un filtre a 0.45 }im. Nous
Fintroduisons dans une cellule de DC cylindrique de 0.01 cm en quartz puis,
effectuons les mesures a temperatures variables. Ensuite, nous ajoutons a la
solution-mere peptidique Ie sel DA^PFg (69) ou TA*3PFg (70) (1 eq),
suivant Ie cas. La solution est agitee de 1 a 10 h suivant la solubilite des
composants. Puts, elle est filtree et etudiee par DC selon la methode decrite
pour Ie peptide libre.
Si Ie compose etudie (peptide ou complexe) est soluble dans Pacetonitrile,
les valeurs mesurees sont exprimees en ellipticite molaire moyenne par residu,
en degre.centimetrecarre par decimole (©, deg.cm2.dmol'1). Dans ces cas, la
masse molaire utilisee pour les calculs est celle de 1'acide amine moyen: 109
g/mol. Sinon, elles seront donnees comme simple signal de DC, en millidegre
(DC, mdeg). Les courbes sont presentees apres reduction du bruit par
traitement mathematique.
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Parametres d'acquisition utilises: - longueur de la bande: 1.0 nm
- sensibilite: 5 mdeg
- temps de reponse: 1 s
- longueur d'onde initiale 250 nm
- longueur d'onde finale: 190 nm
- vitesse de balayage: 100 nm/min
- resolution: 0.2 nm
- nombre d5 accumulations: 30
Mesure des constantes d? association (K^) par la methode
d? extraction des picrates (101,102,104)
Nous preparons des solutions 1 mM dans Ie chloroforme des 4 peptides
(63), (64), (67) et (68) etudies. D'un autre cote, nous preparons une
solution 1 mM du dipicrate (91) dans de 1'eau deionisee et filtree, ainsi
qu'une solution saturee du dipicrate (90) dans ce meme solvaat. Les solutions
sont dosees par spectrophotometrie d'absorption visible et les concentrations
mesurees sont 9.5 10 M et 6.7 10 M, respectivement.
Test standard: Nous introduisons dans un flacon, muni d'un bouchon et
d'un petit agitateur magnetique, la solution peptidique (400 pL) et la solution
de dipicrate (400 p.L). Le melange biphasique est agite vigoureusement
pendant 30 min. Puts, nous Ie transferons dans une petite eprouvette, que nous
recouvrons de parafilm et centrifugeons a 2000 tours/min, pendant 20 min. A
la fin, nous prelevons precautionneusement 200 ^iL de la phase organique et
les diluons a 2 mL dans de Facetonitrile. Les solutions ainsi obtenues seront
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dosees par spectrophotometrie d'absorption visible a la longueur d'onde
d'absorption maximale du picrate (k^ = 375 nm, c^ = 17400 M .cm ), sur
un spectrophotometre a double faisceau. Chaque test standard est effectue a
trois reprises et chaque mesure d'absorbance est prise cinq fois.
Test de reference: Nous realisons 1'experience decrite ci-dessus, mats en
substituant du chloroforme (400 |LIL) a la solution peptidique.
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